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Riassunto 
 

 1
RIASSUNTO 
 
Le PGIP sono delle proteine inibitrici delle poligalatturonasi presenti sulla parete cellulare delle 
piante mono e dicotiledoni, e sono implicate nei meccanismi di difesa della pianta. 
Le PG sono enzimi idrolitici che vanno ad agire sul legame α1-4 tra due residui di acido 
galatturonico presente nella catena di omogalatturonano della componente peptica della parete 
cellulare, determinando la separazione cellulare e la macerazione del tessuto. La loro attività 
costituisce un fattore di patogenicità per diversi microrganismi patogeni. 
Le PGIP interagendo con le PG ne rallentano l’attività idrolitica e promuovono l’accumulo di 
oligogalatturonidi che fungono da elicitori delle risposte di difesa della pianta. 
L’efficienza della PGIP è stata dimostrata in piante transgeniche dove, la sua sovraespressione è 
stata correlata con una diminuzione dei sintomi conseguenti all’infezione da parte di Botritis 
cinerea, in più specie vegetali quali, vite, Arabidopsis, pomodoro e tabacco, e recentemente in 
frumento in seguito ad infezione con Bipolaris sorokiniana. 
Le PGIP nelle dicotiledoni sono state ampiamente caratterizzate, mentre nelle monocotiledoni 
sono state caratterizzate in porro e cipolla. In frumento sono state purificate due proteine che 
presentano attività nei confronti di PG fungine, ma posseggono una sequenza N-terminale 
diversa dalle canoniche PGIP purificate o dedotte dalle sequenze geniche. 
In riso non è stata purificata la PGIP, ma è stato isolato un gene il cui prodotto proteico, 
l’OsFOR1 possiede attività PGIP ed è coinvolto nello sviluppo degli organi fiorali. 
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di caratterizzare sia a livello strutturale che 
funzionale la famiglia genica PGIP in riso e frumento. 
Tramite analisi in silico associate ad analisi PCR, sono stati isolati quattro geni Pgip nel riso 
(Ospgip1, Ospgip2, Ospgip3, Ospgip4), distribuiti su una regione di 30 Kbp sul braccio corto 
del cromosoma 5, e due in frumento (la Tapgip1 e la Tapgip2) che, tramite PCR su linee 
nullitetrasomiche di Chinese Spring ed analisi Southern effettuate su linee ditelosomiche della 
cv. Langdon, sono stati localizzati rispettivamente sul braccio corto del cromosoma 7B e 7D. 
Tramite esperimenti di Southern blot effettuati su T. uratu (genoma AA) e parziale 
sequenziamento di due BAC di T. durum cv. Langdon è stato dimostrato che anche il genoma A 
contiene un gene Pgip (Tapgip3) interrotto da un retrotransposone Ikeros inserito nel 4º LRR, e 
che la Tdpgip1 e Tapgip3 sono presenti in singola copia. Tramite analisi PCR effettuate su 
genotipi diploidi e poliploidi è stato dimostrato che il retrotransposone inserito nel gene Pgip3 
di T. urartu (AA), è presente anche nei frumenti polipoidi ma è assente nella Pgip3 di T. 
monococcum. Questi risultati stanno ad indicare che l’inserzione è avvenuta dopo la divergenza 
di T. urartu e T. monococcum, e prima della formazione dei poliploidi.  
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Oltre al retrotrasposone che interrompe la Pgip3 sono stati identificati in due accessioni di T. 
dicoccoides MG4343 e PI466960 altri due elementi trasponibili di classe II nella Tdipgip1, che 
sono stati chiamati Vacuna. I due trasposoni rappresentano nuovi elementi appartenenti alla 
super famiglia Mutator che interrompono la regione codificante della Tdpgip1 in differenti 
posizioni, stando ad indicare che si tratta di eventi indipendenti di inserzione.  
La presenza di questo transposone nel genotipo MG4343 di T. dicoccoides ci ha permesso di 
mappare la Pgip1sul braccio corto del cromosoma 7B a 17,5 cM dal centromero.  
Effettuando analisi RT-PCR è stato dimostrato che i geni Pgip di riso sono espressi 
differentemente in foglie, spighe, radici, mentre la Tapgip1 e Tapgip2 di frumento sono espressi 
costitutivamente nei tessuti analizzati. Tramite RT-PCR quantitativa è stato anche dimostrato 
che i geni Tapgip1 e Tapgip2 di frumento vengono indotti a seguito di infezione da patogeni 
quali B. sorokiniana e Fusarium graminearum.  
L’espressione eterologa in Nicotiana benthamiana dell’OsPGIP1 mediante PVX ha permesso di 
determinare la sua attività inibitoria. Pur mancando del 7º LRR, l’OsPGIP1 mostra attività 
inibitoria verso 4 delle 5 PG saggiate, dimostrando che la mancanza di questo modulo non è 
essenziale per l’attività inibitoria. Poiché gli esperimenti di espressione eterologa della Tapgip 
in N .benthamiana non hanno prodotto la proteina, sono state effettuate delle trasformazioni 
stabili della Tapgip2, bombardando gli embrioni immaturi della cv. Svevo di frumento duro. 
Analisi preliminari effettuate sulle piantine in generazioneT0 mostrano la presenza del trascritto 
Tapgip2. 
 
ABSTRACT  
 
Polygalacturonase-inhibiting proteins (PGIPs) are leucine-rich repeat (LRR) proteins involved 
in plant defence. A number of PGIPs have been characterized from dicot species, whereas only 
a few data are available from monocots. 
Database searches and genome-specific cloning strategies allowed the identification of four rice 
(Oryza sativa L.) and three wheat (Triticum aestivum L.) Pgip genes. The rice Pgip genes 
(Ospgip1, Ospgip2, Ospgip3 and Ospgip4) are distributed over a 30 Kbp region of the short arm 
of chromosome 5, whereas the wheat Pgip genes, Tapgip1, Tapgip2 and Tapgip3, are localized 
on the short arm of chromosome 7B, 7D and 7A, respectively. By Southern blots and sequence 
analysis of BAC clones we demonstrated that wheat contains a single copy Pgip gene per 
genome and the one from the A genome, Tapgip3, is inactivated by the insertion of a LTR copia 
retrotranspon within the fourth LRR. We demonstrated also that this retrotransposon insertion is 
present in T. urartu and all the polyploidy wheats assayed, but is absent in T. monococcum 
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(Tmpgip3), suggesting that this insertion took place after the divergence between T. 
monococcum and Triticum urartu, but before the formation of the polyploid wheats. 
We identified also two independent insertion events of new Class II transposable elements, 
Vacuna, belonging to the Mutator superfamily, that interrupted the Tdipgip1 gene of T. 
turgidum ssp. dicoccoides. The occurrence of these transposons within the coding region of 
Tdipgip1 facilitated the mapping of the Pgip locus in the pericentric region of the short arm of 
chromosome group 7.  
Deduced amino acid sequences of both OsPGIP and TaPGIP show the typical LRR modular 
organization and a conserved distribution of the eight cysteines at the N- and C- regions. 
Sequence comparison suggests that monocot and dicot PGIPs form two separate clusters sharing 
about 40% identity and shows that this value is close to the extent of variability observed within 
each cluster.  
Gene-specific RT-PCR and biochemical analyses demonstrate that both Ospgips and Tapgips 
are expressed in the whole plant or in a tissue-specific manner, and that OsPGIP1, lacking an 
entire LRR repeat, is an active inhibitor of fungal polygalacturonases. This last finding can 
contribute to define the molecular features of PG-PGIP interactions and highlights that the 
genetic events that can generate variability at the Pgip locus are not only limited to substitutions 
or small insertions/deletions, as so far reported, but can also involve variation in the number of 
LRRs. 
Finally, on the basis of the presence of PGIP activity in T. dicoccoides genotypes having both 
inactive Tapgip genes we speculate that their inactivation is tolerated because of redundancy of 
PGIP activities in the wheat genome. 
 4
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1 INTRODUZIONE 
1.1 FRUMENTO 
 
La produzione di frumento nel mondo equivale a circa 620 milioni di tonnellate annue, questa 
quantità provvede a soddisfare un quinto dell’ apporto calorico, necessario all’uomo (Statistical 
Division, 2005-2006). Approssimativamente il 95% delle coltivazioni di frumento viene 
impiegato nella produzione di prodotti alimentari come pane, biscotti, pasticcini mentre il 
rimanente 5% rappresentato dal frumento duro è utilizzato nella produzione di pasta e altri 
prodotti affini (Nesbitt et al., 1995). 
Dal punto di vista nutrizionale il frumento contiene molti degli elementi necessari alla dieta 
umana: è ricco di carboidrati che rappresentano circa il 72% del contenuto totale, costituiti 
principalmente da amido; il contenuto proteico invece è composto principalmente da 
prolammine ed è piuttosto variabile, va dal 7% al 18%. Le prolammine costituiscono il glutine 
che si forma durante l’impastamento conferendo all’impasto viscosità, elasticità e coesione, 
caratteristiche importanti per la produzione di pane e pasta. Il contenuto lipidico si aggira invece 
intorno all’1-2% ed è contenuto soprattutto nel germe. Nella parte esterna del seme si possono 
ritrovare anche sali minerali e vitamine. 
La domesticazione del frumento è iniziata circa 10,000 anni fa e come è emerso da studi 
archeologici effettuati su cariossidi, ha avuto origine nel Medio Oriente nella zona compresa fra 
la costa del Mediterraneo e la pianura del Tigri e dell’ Eufrate, e si è diffusa in tutto il globo 
diventando quindi una delle maggiori coltivazioni di interesse mondiale (Fig. 1). Ciò è stato 
reso possibile grazie alla sua ampia adattabilità ai diversi ambienti conferitagli dagli eventi di 
poliploidizzazione e speciazione ai quali è andato incontro. 
Il passaggio dal frumento selvatico alla sua domesticazione è stato segnato da diversi 
cambiamenti genetici-morfologici-funzionali che hanno determinato la così detta sindrome della 
domesticazione. (Dubcovsky e Dvorak, 2007) 
Eventi fondamentali che hanno definito questo passaggio sono stati: la perdita della capacità di 
disgregazione della spiga in spighette, prevenendone così la disseminazione tramite il vento e 
facilitandone la raccolta, la perdita della durezza delle glumelle e l’aumento della taglia del 
seme. 
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Figura 1 In rosso è rappresentata la zona di origine del frumento e in verde le coltivazioni 
mondiali fino ad oggi. 
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1.1.1 TASSONOMIA E FILOGENESI DEL FRUMENTO 
 
Il frumento, a livello tassonomico, appartiene al genere Triticum, sottotribù Triticinae, tribù 
Triticeae, famiglia Graminaceae. 
La classificazione del frumento è stata ed è tuttora oggetto di innumerevoli dispute e di continue 
revisioni. La causa principale di queste difficoltà deriva dal fatto che esiste un vasto numero di 
specie, sia selvatiche che coltivate e dalla elevata capacità di incrocio interspecifico. 
Le specie polipoidi, frumento duro e tenero, originano da eventi di ibridazione interspecifica 
rispettivamente di due e tre differenti specie diploidi. 
Nel 1753 Linneo basandosi essenzialmente su caratteri morfologici (rachide e glume), 
attribuisce al genere Triticum prima cinque e poi sette specie. 
Più tardi è stato dimostrato che i tratti presi in considerazione da Linneo e dai suoi successori 
sono controllati da un piccolo numero di geni che portano alla formazione delle specie di 
frumento esaploide e ne determinano la loro classificazione in 5 gruppi: T. spelta L.; T. macha 
Dek. et Men.; T. vavilovii Jakubz.; T. compactum Host; T. aestivum L.; T. sphaerococcum 
Persiv. Con analisi di RAPD (random amplified polymorphic DNA) si sono potute stabilire 
relazioni filogenetiche tra le specie sopraelencate, e questi risultati sono in accordo con la 
classificazione morfologica (Goncharov, 2005). 
Molti studi sono stati effettuati sui dipoloidi di frumento per determinare quali fossero i 
progenitori dei poliploidi. Da esperimenti effettuati con marcatori molecolari, è emerso, che il 
progenitore del genoma A nel frumento poliploide è il T. urartu (Dvorak et al., 1988), il genoma 
B e G ha origine da differenti accessioni di Ae. speltoides (Gill e Chen 1987), mentre il genoma 
D da Ae. squarrosa (Rayburn e Gill 1986). 
Il genere Triticum comprende 4 distinti gruppi: frumento diploide farro piccolo (einkorn) (AA), 
tetraploide farro medio (emmer) (AABB) e timopheevii (AAGG), ed esaploide comune 
(AABBDD) (Khlestkina e Salina, 2001). 
La filogenesi del frumento è schematizzata nella figura 2, mentre nella tabella 1 è riportata la 
classificazione di Triticum secondo van Slageren (1994). 
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Figura 2 Rappresentazione schematica della storia evolutiva delle specie di frumento (Chantret 
et al., 2005). 
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                              Tabella 1 Classificazione di Triticum secondo van Slageren tratta da: 
                                         (http://www.k-state.edu/wgrc/Taxonomy/taxvsltr.html). 
Classificazione di Triticum in accordo a van 
Slageren 1994 
Triticum L. 
 
Section Monococca Flaksb. 
 
Triticum monococcum L. 
subsp. monococcum 
subsp. aegilopoides (Link) Thell. 
Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan 
 
Section Dicoccoidea Flaksb. 
 
Triticum turgidum 
subsp. turgidum 
subsp. carthlicum (Nevski in Kom.) Á.Löve & D.Löve 
subsp. dicoccum (Schrank ex Schübler) Thell. 
subsp. durum (Desf.) Husnot 
subsp. paleocolchicum (Menabde) Á.Löve & D.Löve 
subsp. polonicum (L.) Thell. 
subsp. turanicum (Jakubz.) Á.Löve & D.Löve 
subsp. dicoccoides (Körn. ex Asch. & Graebner) Thell. 
Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. 
subsp. timopheevii 
subsp. armeniacum (Jakubz.) MacKey 
 
Section Triticum 
 
Triticum aestivum L. 
subsp. aestivum 
subsp. compactum (Host) MacKey 
subsp. macha (Dekapr. & Menabde) MacKey 
subsp. spelta (L.) Thell. 
subsp. sphaerococcum (Percival) MacKey 
Triticum zhukovskyi Menabde & Ericzjan 
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1.1.2 EVENTI MOLECOLARI ALLA BASE DELL’ EVOLUZIONE DEL 
FRUMENTO 
 
La diversità a livello genomico e proteomico esistente tra più individui è un prerequisito 
fondamentale che sta alla base dei cambiamenti evolutivi guidati sia dalla selezione naturale, 
sotto stress biotici ed abiotici, sia dalla selezione artificiale, dovuta al processo di 
domesticazione pilotato dall’uomo (Nevo, 2006). Tutto ciò è necessario affinché una specie 
possa adattarsi all’ambiente in cui vive ed evolversi. La trasformazione delle differenze tra 
individui di una popolazione, o di una specie, attraverso la selezione naturale è la base dei 
cambiamenti adattativi dell’evoluzione descritti dal naturalista inglese Charles Darwin quasi 
150 anni fa (1859). 
Le mutazioni sono la materia prima su cui agisce l’evoluzione e la variabilità genomica prodotta 
viene generata da più eventi fondamentali che determinano sia modificazioni cromosomiche 
(poliploidia e numero cromosomico, inversioni e traslocazioni) e sia mutazioni al livello 
proteico e del DNA. 
Il genoma quindi è in continuo dinamismo determinato da forze di espansione e forze di 
contrazione che si oppongono. La forza di espansione è dovuta ad esempio ad eventi di 
duplicazione genica che agendo su singoli geni o segmenti genomici, introduce nuovo materiale 
genetico importante per la diversificazione del DNA, permettendo alle specie di evolvere nuove 
funzioni in modo da adattarsi ad un ampia gamma di habitat contraddistinti da differenti 
condizioni ambientali (Chantret et al., 2005). Insieme alla duplicazione di singoli geni o 
segmenti genomici, alla forza di espansione contribuisce il fenomeno della poliploidia che 
consiste nella completa duplicazione del genoma, e che può essere distinta a sua volta in 
autopoliploidia, dovuta al raddoppiamento dello stesso genoma, e alloploidia dal 
raddoppiamento di genomi differenti (Kashkush et al., 2002). 
Dato che la poliploidia determina la duplicazione di interi genomi, è considerata come la 
maggior forza evolutiva che apporta cambiamenti sia nella taglia del genoma e sia al numero dei 
geni (Wendel, 2000). 
Gli allopoliploidi per diventare delle specie che si stabiliscono con successo, devono superare la 
ridotta fertilità, che generalmente avviene nella prima generazione che segue il raddoppiamento 
cromosomico a causa di un improprio appaiamento e da una scorretta segregazione (Ozkan et 
al., 2001). Per una armoniosa co-abitazione di due differenti genomi nello stesso nucleo, quindi, 
sono necessari cambiamenti epigenetici e di regolazione genica. 
Per consentire ciò, nel genoma insorgono degli eventi fondamentali quali: ri-arrangiamenti a 
livello cromosomico (Leitch and Bennett, 1997), riarrangiamenti a livello di sequenza (Song et 
al.,1995), regolazione di espressione genica (Scheid et al., 1996), attivazione di trasposoni 
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(Matzke and Matzke1998; Hanson et al., 2000), amplificazioni, ri-arrangiamenti o eliminazione 
di sequenze sia altamente ripetute che a basso numero di copie (Feldman et al., 1997). 
Un fenomeno importante nella regolazione dell’espressione genica è il silenziamento che 
coinvolge il gene presente in più copie. Il verificarsi del silenziamento genico durante la 
formazione dei polipoidi è dimostrato da esperimenti di trascrittomica (Kashkush et al., 2002). 
Dalla comparazione dell’analisi dei trascritti ottenuti in prima generazione di allotetraploidi 
sintetici (S1S1AmAm) con l’analisi effettuata su i due progenitori Aegilops sharonensis(S1S1) e 
Triticum monococcum (AmAm), è emerso che una parte dei trascritti scompariva nei tetraploidi e 
una parte invece si attivava. Mediante esperimenti che combinano l’uso di cDNA-AFLP, analisi 
Northern e RT-PCR, questi ricercatori hanno dimostrato che la perdita dei trascritti è dovuta a 
fenomeni di silenziamento o perdita genica. Il silenziamento genico poteva coinvolgere sia uno 
che entrambi i loci omologhi ed era associato principalmente a metilazione di citosine. La 
perdita genica o la metilazione avvenivano già nella F1 dell’ibrido intergenico. Il silenziamento 
(riguardante 1% dei trascritti), coinvolge un’ampia gamma di geni, come geni che codificano 
per gli rRNA, geni coinvolti nel metabolismo, nella resistenza alle malattie e nella regolazione 
del ciclo cellulare. Mentre la perdita genica è un fenomeno irreversibile, il silenziamento è 
potenzialmente reversibile e i geni metilati potrebbero diventare degli “hot spots” per mutazioni 
future (Chan et al., 2001)  
L’attivazione dei geni invece è stato dimostrato coinvolgere l’attivazione dei retroelementi. 
Voytas e Naylor (1998) suggeriscono che l’attivazione dei retrotrasposoni può partecipare ai 
cambiamenti genomici. I retrotrasposoni sono ubiquitari nel genoma delle piante (Flavell et al., 
1992) e si possono classificare in due principali gruppi caratterizzati dalla presenza-assenza 
delle long-terminal repeats (LTRs) alle estremità del retrotrasposone (Boeke e Corces., 1989). I 
retrotrasposoni comprendono la più grande frazione di elementi ripetuti nelle Triticeae (Wicker 
et al., 2001). 
I retrotrasposoni generano molti cambiamenti al genoma, essi trasponendosi possono 
distruggere, inattivare o alterare i geni provocando, una volta inseritisi, ri-arrangiamenti 
genomici. Possono anche influenzare l’espressione dei geni in diversi modi, causando splicing 
alternativi, interruzioni premature di transcrizione e facilitando la rottura genica. Il 
coinvolgimento di retrotrasposoni nell’evoluzione del genoma è stato dimostrato in più lavori 
scientifici. Un esempio lo ritroviamo nello studio del locus della purindolina (Pin) presente nel 
genoma A e B del frumento poliploide selvatico e domesticato (Chantret et al., 2005). In questo 
caso è stato osservato che il gene Pina e Pinb è perso nei polipoidi ma è presente in tutti i 
progenitori analizzati incluso T. urartu, progenitore del genoma A e nelle specie del genere 
Aegilops, probabili progenitori del genoma B e G (Gautier et al., 2000). Ciò è il risultato di 
delezioni che coinvolgono un grande segmento genomico contenente anche altri geni. 
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Le analisi dettagliate sulle sequenze rimanenti al locus in questione, rivela la presenza di 
differenti retroelementi troncati. Di conseguenza la delezione dei geni Pina e Pinb potrebbe 
essere dipesa dall’inserzione di interelementi che hanno poi generato l’insorgenza del fenomeno 
della ricombinazione illegittima. Questo fenomeno sembra proprio che avvenga in maniera 
indipendente nel genoma A e B perché coinvolge differenti retroelementi. 
La ricombinazione illegittima è la maggior forza evolutiva che causa eliminazione del DNA e 
quindi contiene l’espansione provocata dagli elementi trasponibili che si inseriscono nel genoma 
(Devos et al., 2002). La ricombinazione illegittima infatti, al contrario di quella omologa, non 
necessita di sequenze identiche, ma da 1 a 10 bp uguali, o addirittura può anche avvenire in 
assenza di omologia. Questo tipo di ricombinazione sta alla base dell’evoluzione dei geni LRR 
(leucine-rich repeat) implicati nei meccanismi di resistenza della pianta nei confronti dei 
patogeni (Wicker e Keller., 2007). In particolare la ricombinazione illegittima che determina 
eventi di duplicazione e delezione ha avuto un ruolo fondamentale nella creazione di variabilità 
molecolare per quanto riguarda i geni R, contribuendo e definirne l’evoluzione e la specificità 
anche se il meccanismo molecolare è ancora sconosciuto. 
Ricapitolando quindi il genoma è sottoposto a due forze principali: la forza di espanzione, 
condotta da eventi di poliploidizzazione, da duplicazione genica e dall’ attivazione di 
retrotrasposoni, la forza di contrazione causata invece da ricombinazione illegittima e da 
crossing-over ineguale che possono portare a fenomeni di delezione genica. L’ibridazione tra 
due genomi differenti o il raddoppiamento cromosomico determina uno shock genomico, che 
favorisce l’insorgenza di fenomeni di dosaggio genico quali perdita genica, silenziamento 
genico ed eliminazione di DNA non codificante (Ozkan et al., 2001; Kooter et al., 1999). Presi 
insieme questi eventi incrementano la divergenza dei genomi parentali e così contribuiscono ad 
una rapida diploidizzazione genetica dei nuovi allopoliploidi.  
 
1.1.2.1 CLASSIFICAZIONE TRASPOSONI 
 
Gli elementi trasponibili presenti nel genoma degli eucarioti (TE) vengono suddivisi in due 
classi principali a seconda della natura del loro intermedio di trasposizione, DNA o RNA. Ogni 
classe di TE contiene elementi autonomi e non-autonomi. I primi hanno una ORF (Open reading 
frame) aperta (Fig. 3 in rosso) che codifica per i prodotti necessari alla trasposizione. I secondi 
invece non hanno abilità di trasposizione dato che non posseggono una significativa capacità 
codificante, ma necessitano di sequenze in cis essenziali alla trasposizione stessa. 
L’integrazione di alcuni elementi trasponibili rende indispensabile una duplicazione di una corta 
sequenza di DNA al sito di inserzione (rappresentata dalle frecce) che può differire in base alla 
taglia e all’orientamento tra le famiglie di TE (Feschotte et al., 2002). 
 15
Gli elementi di classe II (Fig. 3a) hanno ripetizioni terminali invertite (Fig. 3 triangoli) e 
duplicazioni al sito target (Fig. 3 frecce) di lunghezza conservata all’ interno delle 
superfamiglie. 
I membri della famiglia dei non autonomi, derivano molto spesso da quelli autonomi a causa di 
delezioni interne (Feschotte et al., 2002). 
 
Gli elementi di classe I invece possono essere suddivisi in due sottogruppi sia sulla base del 
meccanismo di trasposizione che sulla loro struttura. 
 
I retrotrasposoni LTR (Fig. 3b) hanno lunghe ripetizioni terminali (long terminal repeats: 
LTR) in orientamento diretto (Fig. 3 triangoli). Gli elementi autonomi contengono due geni 
chiamati gag e pol. Il gene pol codifica per una poliproteina formata da proteasi, trascrittasi 
inversa, RNasi H e integrasi (int) (Feschotte et al., 2002). Questa poliproteina viene tagliata in 
peptidi funzionali dall’azione della proteasi codificata dal complesso genico pol. Il gene gag 
codifica per proteine coinvolte nella maturazione dell’RNA del trasposone e per proteine che 
sono responsabili dell’integrazione del trasposone nel genoma. La trascrittasi inversa e l’RNasi 
H codificata dal gene pol sono requisite per la replicazione e trasposizione del TE mentre il gene 
int codifica per una integrasi che permette al TE a DNA di inserirsi in una nuova localizzazione 
nel genoma. In alcuni casi le proteine sono codificate dai geni gag pol int appartenenti alla 
stessa ORF mentre in altri casi i tre geni corrispondono a ORF differenti. Al 5’ tra la sequenza 
LTR e il gag è presente un sito di legame al primer (PBS, primer binding site), mentre al 3’ tra 
il pol e la sequenza LTR è presente un tratto di polipurina (PPT) (Kumar et al., 1999). 
Generalmente questi TEs non posseggono introni dato che non vanno incontro a splicing, e una 
caratteristica peculiare delle LTR importante per la classificazione dei retrotrasposoni e che 
sono delimitati da di-nucleotidi 5’-TG....CA-3’ (Sabot et al., 2004) conservati. Gli elementi non 
autonomi mancano di una parte o di tutta la sequenza codificante. I retrotrasposoni del tipo LTR 
possono essere a loro volta suddivisi in due gruppi principali: LTR-copia e LTR-gypsy nei quali 
sono ordinati per omologia di sequenza e disposizione genica (Flavell et al., 1992). 
 
I retrotrasposoni non LTR (Fig. 3c) sono suddivisi in LINE e SINE. La regione codificante 
ORF1, codifica per una proteina gag; per un’endonucleasi (EN); e per una trascrittasi inversa 
(RT). Sia i LINE che i SINE hanno generalmente delle code di poly-A (poliadenine). I SINE 
sono caratterizzati da un promotore interno RNA pol III (Fig. 3c strisce) vicino all’estremità 5’. 
L’estremità 3′ di SINE è sconosciuta, ma la coda in 3’ ha omologia con quella dei LINE. Questo 
potrebbe indicare che i SINE possono parassitare il macchinario necessario alla trasposizione 
del LINE. 
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Figura 3 Tratta da (Feschotte et al., 2002) la cui spiegazione è riportata nel testo. 
 
Il genoma di frumento è ricco di TE e in particolare di retrotrasposoni LTR di classe I. 
L’espansione dei trasposoni LTR sembra essere la principale fonte di “obesità del genoma” 
delle Triticeae. In particolare è stato osservato che il genoma A rispetto al B e al D presenta più 
elementi trasponibili, e principalmente contiene più elementi trasponibili del tipo LTR-copia 
(Sabot et al., 2005).  
 
Come ho riportato nel paragrafo precedente, ormai è noto che l’attivazione dei trasposoni è una 
delle cause di variazione genomica che può generare mutazioni che possono essere selezionate 
positivamente dall’ambiente portando alla nascita di nuovi individui. 
Oramai è noto che i trasposoni si trovano nel genoma in uno stato di quiescenza ma si attivano a 
seguito di stress biotici e abiotici come da ferimento, attacco da patogeni (Ansari et al., 2007) e 
durante la crescita cellulare in coltura (Wessler, 1996). Questo meccanismo potrebbe essere 
considerato come un metodo di sopravvivenza adottato dal trasposone per generare variabilità 
genomica in modo da contrastare e resistere a tali condizioni di stress. 
Alcuni esponenti di TEs di ciascuna classe sono riportati in tabella 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 17
Tabella 2 Sono riportati alcuni esponenti appartenenti a retrotrasposoni a DNA ed RNA 
(Kidwell et al., 2002). Alla superfamiglia Ty1-copia appartiene anche il retrotrasposone Ikeros, 
mentre la super famiglia Mutator appartiene alla Classe di trasposoni a DNA. 
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1.2 INTERAZIONE PIANTA PATOGENO 
 
Le piante, al contrario dei mammiferi, sono immobili. Questa peculiarità ne preclude la fuga 
rendendole potenzialmente più suscettibili all’attacco dei patogeni; per sopperire a questa 
mancanza e preservare la loro stessa vitalità, hanno evoluto una serie di meccanismi di difesa 
classificabili in due gruppi: quelli costitutivi e quelli indotti. Non possedendo un sistema 
immunitario composto da cellule mobili, ogni loro cellula ha la capacità di riconoscere ed 
esplicare reazioni di difesa per contrastare la colonizzazione da parte del patogeno. 
I patogeni a seconda del tipo una volta colonizzata la pianta possono portarla alla morte o 
mantenerla viva. Questi comportamenti possono essere definiti come necrotrofia e biotrofia 
rispettivamente. Alcuni patogeni possono attuare entrambe le vie di attacco, inizialmente la 
biotrofia affinché il patogeno possa proliferare e solo in un secondo momento attuano la 
necrotrofia; questo meccanismo misto viene definito emibiotrofia. 
Il riconoscimento pianta-patogeno è reso possibile da elicitori (molecole segnale), rilasciati 
direttamente o indirettamente dal fungo, che interagiscono con recettori complementari, presenti 
nella parete cellulare. Ciò genera una serie di reazioni a cascata che si trasmettono, attraverso la 
membrana cellulare, nel citoplasma fino al nucleo, scatenando delle risposte difensive (De 
Lorenzo e Cervone 1997). 
 
1.2.1 DIFESE COSTITUTIVE 
1.2.1.1 PARETE CELLULARE 
 
La parete cellulare è ricoperta da uno strato idrorepellente ceroso che, oltre a impedire 
l’eccessiva dispersione d’acqua dalla pianta, si oppone meccanicamente alla penetrazione dei 
patogeni: la cuticola ricopre la porzione epigea della pianta, e la suberina riveste la porzione 
ipogea. 
La parete cellulare è un importante elemento strutturale che distingue le cellule vegetali da 
quelle animali. La parete cellulare oltre a supportare meccanicamente la cellula, è implicata, 
insieme al processo di divisione cellulare, nel controllo della morfologia tissutale. 
La visione ormai, abbandonata, della parete cellulare come un qualcosa di statico è stata 
sostituita da quella più recente che la considera come un elemento altamente dinamico collegato 
alla membrana cellulare e al citoscheletro che la rende profondamente recettiva a stimoli biotici 
ed abiotici, oltre ad essere implicata nei processi di sviluppo della pianta stessa. 
La natura dinamica della parete cellulare può essere spiegata dalla presenza in essa di strutture 
responsabili della recezione, segnalazione e feedback di natura principalmente proteica. 
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1.2.1.1.1 STRUTTURA E COMPOSIZIONE 
 
La parete cellulare dal punto di vista chimico, è composta, a seconda del tipo e dell’età della 
pianta, non solo da carboidrati, che comunque coprono una porzione rilevante delle 
macromolecole totali, suddivisi a loro volta in cellulose (20-30%), emicellulose (15-25%), 
pectine (35%), ma anche da una porzione più esigua rappresentata da proteine (10%), tra le 
quali ritroviamo l’estensina (5-10%), enzimi e glicoproteine (vedi Fig. 4). 
La parete cellulare può essere considerata costituita da due fasi: microfibrillare e matrice 
amorfa, che si differenziano in base al grado di cristallinità e composizione.La prima è costituita 
principalmente da cellulosa (polimero del glucosio non ramificato avente legami glicosidici ß 
(1-4) ), associata in filamenti paralleli stabilizzati da legami idrogeno intra ed intermolecolari, 
dando luogo alla microfibrilla che si intreccia, a sua volta, con altre, formando una trama molto 
fitta. 
La fase di matrice assume invece un aspetto piuttosto amorfo, essendo costituita da un gruppo 
eterogeneo di molecole ramificate, quali le pectine (come ad esempio l’omogalatturonano, e il 
ramnogalatturonano) e le emicellulose (come lo xilano, il mannano, ed il callosio) che 
interagiscono fra loro (Pupillo et al., 2003). 
La morfologia della parete cellulare ha un aspetto a strati, dove l’orientamento riflette l’ordine 
della loro sintesi durante l’accrescimento della pianta. Dalla porzione più interna a quella più 
esterna della cellula la stratificazione risulta essere ordinata nel seguente modo: la parete 
secondaria che è assente nelle giovani piante, piante erbacee, foglie e si trova in prossimità 
della membrana cellulare; la parete primaria, posizionata tra la membrana cellulare o la parete 
secondaria (se presente) e la lamella mediana; la lamella mediana invece è lo strato più esterno 
della parete che consente alle cellule adiacenti di aderire fra loro. Quest’ultima è sintetizzata per 
prima durante la citocinesi, dopo cioè, la disgregazione del fuso mitotico (rappresentativo della 
mitosi) e la formazione della piastra cellulare. Dopodiché viene sintetizza la primaria e in alcuni 
casi anche la secondaria, in modo da non creare un impedimento al citoscheletro e alle proteine, 
associate nel trasporto delle vescicole, contenenti i precursori, che provengono dal Golgi. 
La costituzione dei tre strati è differente e rispecchia così le diverse funzioni che essi svolgono 
nella pianta. La parete secondaria è ricca di cellulosa, ma povera di pectina; al contrario, nella 
lamella mediana la quantità di queste macromolecole è pressoché capovolta. La prima, in effetti, 
risulta una struttura molto rigida che ha funzione di sostegno (grazie anche alla deposizione di 
lignina), mentre la seconda, può essere assimilata a della “colla” che tiene unite le cellule. 
Una proteina presente nella parete cellulare è l’espansina (Fig. 4A) che è implicata nel 
meccanismo di “rilassamento” della parete durante l’espansione cellulare. Le espansine sono 
proteine di secrezione presenti in bassissima percentuale nella parete. In Arabidopsis sono state 
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identificate 36 tipi di espansine suddivise in 4 subfamiglie raggruppate secondo l’identità di 
sequenza (Sampedro e Cosgrove, 2005).  
E’ stato dimostrato che le espansine possono legarsi alla cellulosa inducendo l’ammorbidimento 
della parete dovuto alla distruzione dei legami non covalenti tra la cellulosa e i polisaccaridi 
della matrice (McQueen-Mason e Cosgrove, 1995).  
Molte glicoproteine, presenti nella matrice della parete cellulare, sono formate per il 30% da 
residui di prolina idrossilata (modificazione post-traduzionale), ai quali sono legati 
oligosaccaridi e un’ipotesi della loro esistenza è quella che possono aumentare la resistenza 
della parete. Tra queste è presente un tipo di glicoproteine basiche ricche in idrossiprolina 
(HRGPs) dette estensine. E’ stato dimostrato che le estensine possono legarsi a proteine di 
parete che presentano dominio LRR (leucine-rich repeat) (Jones e Jones, 1997) e sono regolate 
da ferimento e da infezione dei patogeni (Cheong et al., 2002;). 
Altre proteine presenti nella parete sono, ad esempio, le poligaratturonasi (PG), coinvolte nei 
vari meccanismi fisiologici della pianta, come l’abscissione fogliare o la maturazione dei frutti. 
Una famiglia di proteine che è coinvolta nella difesa delle piante all’attacco fungino, è quella 
delle proteine inibitrici le poligaratturonasi (PGIP) (De Lorenzo et al., 2001). Le PGIP sono 
delle glicoproteine LRR che inibiscono le endoPG rilasciate dai funghi patogeni, ma non quelle 
provenienti dalla pianta.  
 
          
Figura 4 Composizione della parete cellulare tratta dalla review di Humphrey et al., 2007. 
A) Estensina; B) Espansina; C) Complesso della cellulosa sintasi; D) Recettore chinasi; 
E) Canali ionici F) Glicosilfosfatidilinositolo. 
 
Gli agenti fitopatogeni per penetrare all’interno dell’organo vegetale interessato possono 
rincorrere a due differenti tipi di penetrazione, ovvero fisica o enzimatica. Nella penetrazione 
fisica il fungo deve sfruttare soluzioni di continuità, rappresentate da aperture, che sono a loro 
volta suddivise in costitutive ed indotte. 
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Le prime sono rappresentate comunemente da stomi e lenticelle, mentre le seconde sono 
caratterizzate da ferite inferte dai predatori, o da precedenti parassiti. 
Nella penetrazione enzimatica, il microrganismo patogeno secerne un pool di enzimi che 
degradano i componenti della parete cellulare. 
 
1.2.1.2 COMPOSTI METABOLICI SECONDARI 
 
Non sempre la protezione esterna della cuticola e della parete cellulare è sufficiente ad impedire 
l’ingresso dei patogeni, e quindi la pianta ha evoluto altri sistemi che implicano la 
compartimentazione dei composti tossici sotto forma di precursori inattivi o biologicamente 
attivi che vengono attivati o rilasciati a seguito dell’interazione con il patogeno. Questi 
composti sono solitamente trattenuti all’interno dei vacuoli o ad altri compartimenti sub-
cellulari e possono essere classificati in due gruppi principali: saponine e glucosinolati. 
Le saponine sono dei triterpeni costituiti da tre unità isopreniche ed agiscono legandosi agli 
steroli di membrana del fungo patogeno, determinando la formazione di pori. E’ stato 
dimostrato, ad esempio, che le cellule fungine di Fusarium oxysporum esposte alla tomatina 
(saponina isolata dal pomodoro), subiscono una depolarizzazione della membrana stessa che 
determina a sua volta anche l’attivazione e l’accumulo delle specie reattive all’ossigeno. Questi 
dati suggeriscono che la tomatina è coinvolta in un processo di morte cellulare programmata 
probabilmente limitando l’espansione del parassita all’interno della pianta (Ito et al., 2007). 
I glucosinolati sono glucosidi contenenti zolfo principalmente prodotti dalle Brassicacee, tra cui 
l’Arabidopsis thaliana e sono divisi in tre classi a seconda delle catene laterali che posseggono. 
E’ stato osservato che aumentando la proporzione di glucosinolati butenilici mediante 
eliminazione di quelli pentenilici viene diminuita l’appetibilità dei tessuti fogliari di Brassica 
per specie fitofaghe non specifiche ma in contemporanea viene aumentata la suscettibilità delle 
piante nei confronti di insetti parassiti come Psylliodes chrysocephala (Buchanan et al., 2000). 
 
1.2.2 DIFESE INDOTTE 
 
Durante l’interazione pianta-patogeno, il meccanismo molecolare che si mette in atto può essere 
ricapitolato come segue: 
Le piante inizialmente riconoscendo un pattern di molecole associato al patogeno (PAMPs) 
attivano un tipo di risposta immunitaria precoce (PTI) in modo da contrastare la colonizzazione 
da parte del patogeno stesso. In molti microrganismi come nei batteri vengono rilasciate 
ulteriori molecole effettrici che determinano l’instaurarsi di un tipo di suscettibilità detta ETS 
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(suscettibilità scatenata dagli effettori). Questi effettori contribuiscono ad aumentare la 
virulenza del patogeno in modo da determinare un’interferenza con il meccanismo che porta 
all’attivazione della PTI. A questo punto l’effettore è riconosciuto da proteine codificate dai 
geni di resistenza NB-LRR che comportano l’attivazione di un altro tipo di immunità più tardiva 
scatenata dagli effettori stessi (ETI). L’ ETI amplifica e accelera la risposta PTI determinando la 
resistenza della pianta e attivando la risposta ipersensibile (HR) che può portare alla morte la 
cellula infettata limitando e bloccando la colonizzazione da parte del patogeno (Jones e Dangl, 
2006). 
Gli eventi che caratterizzano la risposta precoce possono essere distinti in due gruppi, elencati di 
seguito (Buchanan et al., 2000), e successivamente ad essi si inserisce anche la risposta 
sistemica. 
 
RISPOSTA IMMEDIATA ALL’INVASIONE CELLULARE: 
Risposta ipersensibile (HR) 
Generazione di specie reattive all’ossigeno 
Apertura dei canali ionici 
Sintesi di ossido nitrico 
Fosforilazione e defosforilazione delle proteine 
Riarrangiamenti citosheletrici 
Induzione genica 
 
RISPOSTA LOCALE E ATTIVAZIONE GENICA 
Alterazione delle vie metaboliche secondarie 
Cessazione del ciclo cellulare 
Sintesi di proteine relative alla patogenesi (PR) 
Accumulo di acido salicilico e benzoico 
Produzione di etilene ed acido jasmonico 
Fortificazione della parete cellulare (lignina, PGIPs) 
 
RISPOSTA SISTEMICA ACQUISITA 
La risposta sistemica acquisita (SAR) è una forma di resistenza aspecifica manifestata dalla 
pianta verso ripetute infezioni, attuate da un ampio numero di patogeni (Rials et al.1996; Sticher 
et al.,1997). 
La SAR insorge conseguentemente allo sviluppo di lesioni necrotiche sulla pianta dovute alla 
HR (Delaney et al 1994; Ryals et al 1995) e dipende dall’accumulo di acido salicilico nei tessuti 
infettati e non (Kuc, 1982). 
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In piante transgeniche per il gene che codifica per la salicilato idrossilasi, non viene accumulato 
l’SA e di conseguenza è stato dimostrato che esse non sviluppano la SAR (Gaffney et al., 1993). 
Nella SAR vengono attivati molti geni che codificano per le proteine correlate alla patogenesi, e 
ciò determina un rilevante cambiamento quali-quantitativo, nella composizione proteica della 
cellula (Friting et al., 1998). Da studi condotti in vivo, su piante di tabacco infettate con il virus 
del mosaico del tabacco (TMV) usando SA marcato con 14C, è emerso che l’SA accumulato 
nelle foglie infettate, viene trasportato nei tessuti non infettati. Infatti l’aumento della 
concentrazione del 70% di SA osservato nelle foglie non infettate è dovuto a questa 
traslocazione. Comunque, anche se l’SA non rappresenta il segnale di attivazione, è in ogni caso 
necessario per la cascata di segnalazione che si attua a seguito della SAR e che conduce 
all’induzione di numerosi geni che codificano per le proteine correlate con la patogenesi (Loake 
et al., 2007). 
 
1.2.2.1 RISPOSTA INDOTTA E GENI R 
 
L’induzione di queste risposte indotte è preceduta da una fase di riconoscimento pianta-
patogeno mediata dai prodotti dei geni di resistenza (R). A tal proposito è importante ricordare 
la teoria gene per gene proposta da Flor nel 1947. Sulla base di questa teoria l’assenza della 
malattia è regolata dall’interazione incompatibile tra l’ospite, il quale può essere considerato 
resistente, e il patogeno avirulento. In questo modello Flor spiegava che l’interazione pianta-
patogeno è determinata da una coppia di geni: il gene di resistenza (R) nell’ospite, ed il gene di 
avirulenza (Avr) nell’invasore, che possono presentarsi in due forme alleliche: dominante e 
recessiva. Se il gene di resistenza nella pianta e il corrispettivo gene di avirulenza nell’invasore 
sono presenti in forma dominante, allora la pianta risulta resistente al parassita e quest’ultimo 
risulta a sua volta avirulento (interazione incompatibile). Se invece almeno uno di questi geni si 
trova in forma recessiva, allora la malattia insorge (reazione compatibile). Il riconoscimento dei 
patogeni nelle piante quindi è spesso determinato da singoli geni R (di resistenza), mentre il 
gene corrispondente nel patogeno è chiamato “gene Avr” (di avirulenza). 
La maggior parte dei geni di resistenza, clonati fino ad oggi, sono rappresentati da una famiglia 
di proteine contenenti sia un dominio che possiede il sito per il legame nucleotidico (NB) e sia il 
dominio caratterizzato da ripetizioni ricche il leucina (LRR) (Crisholm et al., 2006). 
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Figura 5 Rappresentazione dei domini che vanno a costituire le proteine codificate dai geni di 
resistenza, tratto da (Crisholm et al., 2006). 
 
I prodotti proteici codificati dai geni resistenza possono essere raggruppati in due categorie 
principali: 
- Agenti detossificanti (es: Hm1) (Johal e Briggs, 1992). 
- Prodotti proteici bifunzionali, con funzione di riconoscimento e di trasmissione del segnale 
(Baker et al., 1997; Ellis e Jones, 1998) che dovrebbero condurre all’induzione dei geni di 
difesa. 
I prodotti dei geni di resistenza appartenenti alla seconda classe possono essere ulteriormente 
suddivisi in : 
 
- Proteine NB-LRR: sono proteine che possiedono un dominio di legame dei nucleotidi 
(NB) e un dominio costituito dalla porzione LRR caratterizzata da ripetizioni di 20-30 residui 
amminoacidici e ricchi in residui di leucina. Sia nelle piante che negli animali, sono state 
identificate proteine analoghe, rispettivamente le NB-LRR e NACHT-LRR, che presentano 
domini corrispondenti; in entrambi i casi le proteine in questione sono coinvolte nella risposta ai 
patogeni. I domini strutturali simili, presenti in questi due regni, sono probabilmente il risultato 
di un evento di evoluzione convergente e ciò si rispecchia nel fatto che in entrambi i casi queste 
proteine sono coinvolte in meccanismi simili adottati dall’ospite nei confronti dei patogeni 
(Rairdan e Moffett, 2007). 
Le proteine NB-LRR possono essere a loro volta suddivise a seconda del dominio N-terminale 
che posseggono in CC-NB-LRR (CC: coiled-coil) e TIR-NB-LRR (TIR: dominio di 
segnalazione citoplasmatico di Toll di Drosophila e del recettore per l’interleuchina 1 di 
mammifero) (Fig. 5). 
Nella classe NB-LRR ritroviamo proteine codificate dai geni di resistenza come le RPS2, RPM1 
e RPS5 presenti in Arabidopsis e responsabili della resistenza nei confronti di P. syringae che 
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presenta effettori batterici corrispondenti ai geni AvrRpt2, AvrRpm1/AvrB, e AvrPphB (Dangl 
and Jones, 2001). 
 
-Proteine eLRR (LRR estracellulari).Questa classe è stata suddivisa in ulteriori tre 
classi in accordo al loro dominio strutturale (Fig. 5): 
 
RLP (LRR estracellulari, e domini transmembrana (TM)). 
RLK (LRR estracellulari con dominio TM e chinasi citoplasmatica): un rappresentante di questo 
gruppo è il prodotto genico di Cf di pomodoro che conferisce resistenza a C. fulvum (Jones et 
al., 1994). 
PGIP (inibitori proteici delle poligalatturonasi appartenenti alle proteine LRR di parete) e PGIP-
like-protein. Ques’ultima comprende proteine che, pur caratterizzate da una struttura proteica 
simile a quella delle PGIP, non presentano la loro stessa attività inibitoria nei confronti delle PG 
fungine (vedi sezione PGIP). Un esempio è ritrovato nella proteina isolata da carota (AFP) che 
svolge una differente funzione nella pianta rispetto alle PGIP canoniche. L’AFP è implicata nei 
meccanismi di tolleranza a stress da freddo ed evita infatti, la formazione di cristalli di ghiaccio 
nella cellula, essendo responsabile dell’abbassamento della temperatura di congelamento di 
soluzioni acquose (Worrall et al., 1998). 
 
La maggior parte delle proteine caratterizzate appartengono a queste classi, ma alcune sono 
difficili da catalogare data la presenza di nuovi domini. 
Ad esempio l’RRS1-R che riconosce Ralstonia solanacearum è una proteina TIR-NB-LRR 
contenente sia un segnale di localizzazione nucleare all’estremità carbossi-terminale sia un 
dominio di attivazione transcrizionale WRKY (Fig. 5). 
Anche un’altra proteina di resistenza non mostra omologia con le altre proteine R. Questa 
proteina è la Xa27 che viene espressa solo nei tessuti infettati da Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae che esprime a sua volta l’effettore codificato dal gene avrXa27 (Crisholm et al., 2006). 
 
Secondo la classificazione delle eLRR in base ai peculiari domini proteici ritroviamo anche un 
altro gruppo di proteine designato come: 
Arabidopsis LRX1 e LRX-like-protein: queste contengono dei piccoli domini eLRR fusi con un 
dominio simile all’estensina che ha un ruolo chiave nella morfogenesi delle radici aeree ma non 
ci sono ancora evidenze del loro coinvolgimento nella risposta di difesa (Federici et al., 2006) 
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1.3 PROTEINE eLRR (extracellular leucin rich repeat) 
 
Le proteine appartenenti alla famiglia eLRR non sono peculiari del regno vegetale, esse infatti 
sono molto diffuse anche tra i microrganismi e gli animali, dove sono coinvolte in una grande 
varietà di importanti funzioni. Ciò che accomuna queste proteine è la capacità di mediare un 
ampia gamma di interazioni proteina-proteina, dato che il dominio LRR è altamente versatile. 
Ad esempio esso è implicato nei fenomeni di dimerizzazione dei recettori, in eventi di adesione 
cellulare, e in legami con delle molecole segnale. Le proteine con dominio eLRR, sono 
caratteristiche di molte proteine codificate dai geni di resistenza (R), e la sequenza consenso che 
è stata dedotta è LxxLxxLxLxxNxLt/SGxIPxxLGx (G sta per glicina, I sta per isoleucina, L per 
leucina, N per asparagina, S per serina, G per glicina, T per treonina, P per prolina e x per un 
qualsiasi residuo amminoacidico) (Kajava,1998). 
A questo gruppo di proteine, che svolgono un ruolo importante nella difesa della pianta fanno 
parte le proteine inibitrici delle poligalatturonasi o PGIP. 
 
1.3.1 PGIP (Polygalacturonase Inhibiting Protein) 
 
Le PGIP sono glicoproteine, localizzate nella parete cellulare e sono coinvolte nei meccanismi 
di difesa della pianta. Esse interagiscono con le PG rallentandone l’attività e promovendo 
l’accumulo di oligalatturonidi, i quali fungono da elicitori nello scatenare le risposte difensive 
della pianta stessa (De Lorenzo et al., 2001). Ciò è stato dimostrato da esperimenti effettuati in 
vitro dove la formazione del complesso PG-PGIP, determina l’accumulo di oligogalatturonidi 
con grado di polimerizzazione compreso tra 10 e 15. Questo grado di polimerizzazione degli 
oligogalatturonidi è necessario affinché possano essere scatenate le risposte di difesa della 
pianta (Cervone et al, 1997; Ridley et al, 2001). 
 
Sulla base di quanto detto il meccanismo d’azione della PGIP può essere ricapitolato come 
segue (Fig. 6): 
 
-Riconoscimento della poligalatturonasi (con formazione del complesso PGIP-PG) e 
modulazione dell’attività idrolitica dell’enzima. 
 
-Induzione delle risposte di difesa al fine di limitare la penetrazione fungina. 
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Figura 6 Rappresentazione schematica dell’interazione PGIP-PG all’inizio dell’invasione 
fungina e dell’ attivazione dei meccanismi che portano alla trascrizione dei geni coinvolti nella 
risposta di difesa. 
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1.3.1.1 PG 
 
Le poligalatturonasi (PG) sono degli enzimi che si trovano in una grande varietà di organismi, 
dove intervengono in molti processi fisiologici e patologici (Federici et al, 2001). Le 
poligalatturonasi (PG) appartengono a quella classe di enzimi (pectinasi) che degradano la 
pectina. Le PG a seconda del sito di taglio si possono suddividere in endoPG, che idrolizzano il 
legame α(1-4) tra i residui di acido poligalatturonico nella catena polimerica non metilata, e in 
esoPG che staccano invece le unità esterne alla catena dell’omogalatturonano (Fig 7). Nella 
classe delle pectinasi ritroviamo anche altri enzimi che vengono prodotti dal fungo come le 
pectinmetil-esterasi (PME), che rimuovono il gruppo metoxilico, e le pectine-liasi (PL), che 
tagliano i ponti glicosidici di polimeri altamente esterificati mediante l’eliminazione di un 
gruppo β. Questi enzimi lavorano in sequenza o in concerto nei primi stadi di colonizzazione del 
tessuto ospite da parte del patogeno. 
L’importanza nella patogenesi delle PG è stata dimostrata sia nei batteri, Agrobacterium 
tumefaciens e Ralstonia solanacearum (Rodriguetz-Palenzuela et al., 1991; Huang e Allen 
2000), che nei funghi, Claviceps purpurea e Alternaria citri (Oeser et al., 2002; Isshiki et al., 
2001). In particolare, Claviceps purpurea attacca principalmente gli ovari giovani di piante 
erbacee e cereali ed è stato dimostrato che nei mutanti, mancanti dei geni (cppg1/cppg2) che 
codificano per le 2 PG nel fungo selvatico, si riscontra una perdita di virulenza (Oeser et 
al.,2002).  
Le PG si presentano in più forme isoenzimatiche che differiscono in termini di stabilità, di 
attività, optimum di pH, nella preferenza del substrato e nel tipo di oligalatturonidi rilasciati (De 
Lorenzo et al, 1997). Le PG non sono secrete solo dai funghi, ma vengono prodotte dalla pianta 
stessa, dove intervengono nei vari processi fisiologici determinando la maturazione dei frutti o 
l’abscissione fogliare e la maturazione del polline (Hadfield et al., 1998).  
 
                       
Figura 7 Sito di idrolisi delle Eso ed Endo PG. 
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1.3.1.2 RIDONDANZA FUNZIONALE DELLA PGIP 
 
Le PGIP presentano una forte analogia di struttura con un'altra proteina del gruppo eLRR, detta 
decorina (Iozzo,1999), che è presente nei mammiferi e, interagendo con il collagene di tipo1 e 
con la fibronectina, interviene nei processi di formazione della matrice cellulare,. In questa 
proteina è presente una ripetizione di sei motivi ricchi di leucina. Mutazioni, anche singole in 
questi siti, determinano una diminuzione nella capacità della decorina nel legare le molecole 
specifiche (Kresse et al.,1997). 
Nei vegetali le PGIP presentano anche forte analogia con proteine che svolgono funzioni 
durante lo sviluppo della pianta come FLOR 1 e l’OsFOR1.  
FLOR-1 è stato dimostrato essere implicato nello sviluppo fiorale di Arabidopsis thaliana, 
legandosi a una proteina presente nel carpello, VSP1, e ad un fattore di trascrizione 
AGAMOUS. L’OsFOR1, oltre ad avere attività PGIP svolge una fondamentale funzione nella 
formazione e nel mantenimento del germoglio primordiale (Jang et al., 2003). 
Le PGIP fanno parte di famiglie multigeniche dove i singoli membri di ciascuna famiglia 
possono essere regolati differentemente gli uni dagli altri sia a livello spaziale che temporale, e 
possono avere differenti specificità. La ridondanza funzionale nella PGIP conferisce una 
maggiore protezione alla pianta e un vantaggio selettivo nell’acquisizione di nuove specificità di 
riconoscimento. 
Relativamente alle specie dicotiledoni, le PGIP sono state ampiamente caratterizzate, in soia ad 
esempio, è stato osservato che c’è un andamento temporale nell’accumulo di trascritti, nella 
zona limitrofa il sito di infezione, a diverse ore di distanza dall’attacco da parte della Sclerotinia 
sclerotiorum e a seguito di ferimento (D’Ovidio et al., 2002, 2006). La famiglia genica Pgip in 
soia è formata da 4 membri (Gmpgip1, Gmpgip2, Gmpgip3, Gmpgip4), i quali sono stati 
analizzati nei saggi di inibizione in modo da determinarne l’attività nei confronti di 8 PG 
fungine. A seguito di questa analisi è stato appurato che solamente un membro di questa 
famiglia (Gmpgip3) presenta attività inibitoria nei confronti delle PG testate (D’Ovidio et al., 
2006). 
Anche nella famiglia genica di Phaseolus vulgaris,composta da quattro membri Pgip (Pvpgip1, 
Pvpgip2, Pvpgip3, Pvpgip4), possiamo ritrovare un evidente ed interessante esempio di 
regolazione temporale e differenziale in seguito stress come ferimento, trattamento con SA, 
trattamento con oligogalatturonidi e con glucano. Inoltre in questa specie, le 4 PGIP presentano 
una differente specificità nei confronti di 5 PG fungine e 2 di insetto (D’Ovidio et al., 2004). 
Relativamente alle monocotiledoni, la PGIP è stata purificata in porro (Favaron et al., 1997), 
cipolla (Favaron et al., 1993) ed anche in frumento (Lin e Li., 2002; Kemp et al., 2003). Nel 
caso del porro la sequenza N-terminale presenta una buona identità con le sequenze note di 
PGIP, mentre quelle di frumento sono completamente differenti. Nel caso del frumento, una 
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proteina purificata mostra attività inibitoria verso la PG di Aspergillus niger (Lin e Li., 2002), 
l’altra invece mostra un profilo di specificità di interazione che sembra essere peculiare in 
quanto, la proteina purificata mostra inibizione soltanto con la PG di Cochliobolus sativus, su 
un totale di nove PG analizzate (Kemp et al., 2003). 
 
1.3.1.3 STRUTTURA DELLE PGIP 
 
Le PGIP codificano per una proteina comprendente un peptide segnale, indispensabile per la 
traslocazione nel reticolo endoplasmatico, e, per un polipeptide maturo di 300-315 residui 
amminoacidici, che presenta diversi potenziali siti di glicosilazione. La PGIP matura è 
caratterizzata dalla presenza di un dominio LRR, formato da 10 ripetizioni, di circa 24 residui 
amminoacidici ciascuno, e da terminazioni carbossiliche ed amminiche altamente conservate. 
Le PGIP sono caratterizzate dal fatto che presentano elementi di struttura secondaria 
caratteristici, costituiti da foglietti β (β-strand/β-turn), che si formano per la presenza, in ogni 
modulo LRR, di motivi xxLxLxx. I residui di leucina formano un core idrofobico, mentre le 
catene amminoacidiche laterali, fiancheggianti le leucine, sono esposte al solvente ed 
interagiscono con il ligando (Kobe e Deisenhofer, 1995). Il motivo xxLxLxx è ipervariabile, ed 
è ritenuto il probabile sito di legame con il ligando. L’analisi della famiglia genica Pgip, in 
fagiolo e Arabidopsis, ha evidenziato che la principale forza divergente per queste proteine è 
determinata dall’insorgenza di mutazioni puntiformi, come delezioni, inserzioni e sostituzioni al 
livello del motivo xxLxLxx. Come accennato precedentemente, le piante possono esprimere più 
tipi di PGIP che, seppur differenziandosi per pochi residui amminoacidici, manifestano 
differenti specificità nei confronti di PG diverse, secrete dallo stesso patogeno o da patogeni di 
specie differenti (De Lorenzo et al., 2001). Un esempio esplicativo, ci è fornito da esperimenti 
di mutagenesi sito-specifica, effettuati sulle PGIP di fagiolo (PvPGIP). La PGIP1 inibisce la PG 
di A. niger, ma non quella di Fusarium moniliforme, mentre la PGIP2 le inibisce entrambe. La 
sostituzione al residuo amminoacidico 224 della PGIP2 con quello presente sulla PGIP1 (Lys 
caratteristica della PGIP1 al posto della Gln), determina la perdita di inibizione nei confronti 
della PG di F. moniliforme (Leckie et al.,1999), dimostrando che anche una singola mutazione, 
è in grado di determinare un cambiamento di specificità della proteina, e questa sostituzione 
cade proprio all’interno del motivo xxLxLxx, ritenuto il sito di legame con il ligando. La 
determinazione della struttura cristallografica della PvPGIP2 (Di Matteo et al., 2003) ha 
permesso di chiarire meglio il modello di interazione PG-PGIP. Nella struttura proteica della 
PGIP2 sono presenti due gruppi di residui amminoacidici di carica opposta: un gruppo di residui 
amminoacidici negativi presenti sulla superficie concava della LRR coivolta nel legame alla PG, 
e un gruppo di residui amminoacidici positivi localizzati tra i due foglietti β. Esperimenti di 
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mutagenesi sito specifica effettuati sulla PG di F. moniliforme dimostrano che l’interazione con 
la PGIP2 è mediata da almeno due residui positivi (Arg267 e Lys269), posti in prossimità del 
sito catalitico della PG che sono potenzialmente coinvolti nel legame al substrato. Il gruppo di 
residui amminoacidici negativi della PGIP2, formati da tre residui di acido aspartico, sono 
conservati in tutte le PGIP (De Lorenzo et al., 2001), e interagiscono con l’Arg267 e la Lys269 
della PG, e coprendone il sito attivo, ne prevengono il legame al substrato. Il fatto che la PGIP 
interagisca con i residui presenti nel sito catalitico dell’enzima, potrebbe evidenziare una 
efficiente strategia evolutiva adottata dalla PGIP stessa per impedire alla PG fungina di sfuggire 
al suo riconoscimento. Il residuo amminoacidico Gln224 della PvPGIP2 che è cruciale per il 
riconoscimento della PG di F. moniliforme, è adiacente al gruppo di residui amminoacidici 
negativi coinvolti nell’interazione con la PG andando a bloccare il complesso. Recentemente 
sono stati effettuati anche esperimenti di mutagenesi sito specifica associati a quelli di risonanza 
plasmonica di superficie (Spadoni et al., 2006). Da questi esperimenti effettuati sulla PvPGIP2 è 
stato chiarito il ruolo rivestito dal gruppo di residui amminoacidici carichi positivamente 
comprendenti arginina e lisina (R183, R206, K230; R252) posti vicino a quel gruppo di residui 
sopra citati carichi negativamente e responsabili dell’interazione con la PG (Fig. 8). A seguito di 
esperimenti di mutagenesi sito specifica nei quali venivano sostituiti questi residui positivi con 
altri di differente natura, è stato dimostrato il loro coinvolgimento nel legame alla pectina, infatti 
in mutanti per una singola sostituzione si riscontrava una riduzione nella capacità della 
PvPGIP2 di legare l’acido poligalatturonico (PGA), mentre in quelli con 2 o più sostituzioni si 
riscontrava una perdita totale di abilità nel legare il PGA. La cosa più interessante è il fatto che 
in questi mutanti non veniva persa invece l’attività inibitoria nei confronti della PG di A. niger 
rispetto al selvatico, ciò sta a dimostrare che questi gruppi di residui amminoacidici (per il 
legame alla pectina e per il legame alla PG di A. niger) sono nettamente separati. Un’ipotesi 
riportata in questo lavoro (Spadoni et al., 2006) per spiegare gli attuali risultati è proprio quella 
che chiarisce il ruolo funzionale della PGIP nella pianta, secondo questa ipotesi la PGIP viene 
espressa in modo costitutivo ed in associazione alla pectina al fine di preservarla dalla 
degradazione da parte della poligalatturonasi e ciò avviene prima della formazione del 
complesso caratteristico PGIP-PG. Una prova a supporto di questa affermazione si può 
riscontrare in esperimenti che rilevano il quantitativo di uronidi (rilasciati durante la 
degradazione della pectina da parte della PG) in piante transgeniche di frumento che esprimono 
la PvPGIP2. In quest’ultime si osserva un decremento del rilascio degli uronidi a seguito del 
trattamento con la PG di F. moniliforme rispetto ai controlli nullisegreganti (Janni et al., 2008); 
un’ipotesi per spiegare questi risultati è che probabilmente le piante transgeniche che 
sovraesprimono la PGIP vanno incontro a modificazioni nell’architettura della parete cellulare 
che renderebbe meno accessibili i siti bersaglio alle PG. 
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Figura 8 Struttura tridimensionale della PvPGIP2 : A) sono riportati i residui amminoacidici 
positivi coinvolti nel legame alla pectina; B) Potenziale elettrostatico di superficie che permette 
di determinare la localizzazione dei due cluster di residui amminoacidici positivi e negativi 
presenti nella PvPGIP2 responsabili dell’interazione con la pectina e con le PG (Spadoni et al., 
2006). 
 
 
 
 
Il legame delle PGIP con le PG può avere una differenza nella cinetica di inibizione come nel 
caso dell’inibizione verso la PG di F. moniliforme e verso la PG di A. niger. Nel primo caso 
abbiamo un esempio di inibizione competitiva (Federici et al., 2001) mentre nel secondo caso di 
inibizione non competitiva (Stotz et al., 2000). Esperimenti di docking molecolare (Sicilia et al 
2005) sull’interazione delle due isoforme PvPGIP1 e PvPGIP2 con la PG di Botritis cinerea 
(BcPG), indicano che le due PGIP hanno un modo di inibizione del tipo misto (sia non-
competitiva che competitivo) nei confronti di questa PG; in questo caso la PGIP interagisce con 
l’N terminale dell’enzima coprendo parzialmente il sito di taglio. 
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1.3.1.4 PGIP E LIMITAZIONE DELLA COLONIZZAZIONE FUNGINA 
 
L’implicazione della PGIP nelle risposte di difesa e in particolare la dimostrazione della sua 
capacità nel limitare la penetrazione fungina, è stata dimostrata e riportata su molti articoli 
scientifici che si avvalgono di due fondamentali strategie, quali la sua espressione in piante 
transgeniche e il suo silenziamento. 
Esempi di espressione transgenica li ritroviamo nelle dicotiledoni come in pomodoro che 
esprime la PGIP di pero (Powell et al., 2000); in tabacco e Arabidopsis che esprimono la PGIP2 
di fagiolo (Manfredini et al., 2006), in vite che esprime anche essa la PGIP di pero (Aguero et 
al., 2005) e in tabacco che esprime la PGIP di vite (Joubert et al., 2006). In queste specie è stato 
osservato un decremento dei sintomi a seguito dell’infezione di B. cinerea. Recentemente è 
stato anche dimostrato che l’espressione della PGIP2 di fagiolo in frumento ha evidenziato una 
diminuzione nella progressione dei sintomi a seguito dell’ infezione con il patogeno Bipolaris 
sorokiniana. In questo caso è stata anche osservata un’aumentata resistenza dei tessuti della 
pianta alla degradazione ad opera della PG di F. moniliforme (Janni et al., 2008). 
Mediante silenziamento della AtPGIP1 in Arabidopsis è stato evidenziato un aumento della 
suscettibilità della pianta a B. cinerea (Ferrari et al., 2006). 
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1.4 SCOPO DEL LAVORO 
 
Sulla base delle evidenze riportate relativamente al coinvolgimento della PGIP nella risposta di 
difesa delle piante e della loro efficacia nel limitare la colonizzazione di patogeni fungini, è 
stato ritenuto importante ampliare le conoscenze sia a livello strutturale che funzionale dei geni 
Pgip e dei loro prodotti proteici, in due specie di elevata importanza economica quali il riso e il 
frumento, con l’obiettivo finale di utilizzare le conoscenze acquisite per potenziare la loro 
risposta di difesa e per meglio definire le conoscenze relative alla formazione del complesso 
PG-PGIP. 
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2 MATERIALI E METODI 
 
2.1 MATERIALE VEGETALE UTILIZZATO 
 
La superficie dei semi è stata sterilizzata con ipoclorito di sodio (0.5 % v/v) per 30’, e poi 
sciacquato con acqua sterile. Le piante sono state cresciute a 18-23 °C con un fotoperiodo di 14 
ore di luce. Le accessioni sono state fornite dalla National Small Grains Collection, USDA-
ARS, Aberdeen, ID, USA (PI), Istituto di Germoplasma, CNR, Bari, Italy (MG), Zentralinstitut 
fur Genetik und kulturplanzen forschung, Gatersleben, Germany (AW e ATRI), International 
Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA) (ICWT), Istituto Sperimentale per 
la Cerealicoltura, Lodi, Italy (ID). I codici delle accessioni originali sono riportati in Tabella  e 
includono le seguenti specie: Triticum urartu (genoma A); T. monococcum (Am) ssp. 
aegilopoides; T. monococcum ssp. monococcum; T. turgidum (BA) ssp. dicoccoides; T. 
turgidum ssp. durum; T. turgidum ssp. dicoccum; T. turgidum ssp. turanicum; T. turgidum ssp. 
carlhlicum; T. timopheevii (GA) ssp. armeniacum; T. timopheevii ssp. timopheevii; T. aestivum 
(BAD) ssp. aestivum; T. aestivum ssp. spelta; T. aestivum ssp. shaerococcum; T. aestivum ssp. 
macha; T. aestivum ssp. compactum; T. zhukovskyi (GAAm). 
L’assegnazione cromosomica è stata ottenuta su linee nulli-tetrasomic e ditelosomic di T. 
aestivum cv Chinese Spring (Sears 1966). 
Le spighe, foglie e radici utilizzate negli esperimenti di RT-PCR sono state ottenute da piante di 
riso (Oryza sativa L.) e frumento allo stadio di spiga (Triticum aestivum L.) ad eccezione per le 
radici di frumento che sono state ottenute invece da piantine dopo 7 giorni dalla germinazione 
del seme. 
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Tabella 1  Specie analizzate e i corrispondenti numeri di accessione: PI, National Small Grains 
Collection, USDA-ARS, Aberdeen, ID, USA; MG, Istituto del Germoplasma, CNR, Bari, Italy; 
AW e ATRI, Zentralinstitut fur Genetik und kulturplanzen forschung, Gatersleben, Germany; 
ICWT, International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA); ID, Istituto 
Sperimentale per la Cerealicoltura, Lodi, Italy. I genotipi con differenti codici ci sono stati 
forniti da i ricercatori che abbiamo menzionato nei ringraziamenti. 
 
Specie Genoma Numero di Accessione 
T. urartu  A MG 26992; MG 26994; MG 26997; MG 27001; MG 29404; MG 29406; 
MG 29408; MG 29412; MG 29414; MG 29422; ATRI 11496/82 SKL; 
ATRI 11563/79 SKL; PI 428315; ICWT 925723; ICWT 925948; ICWT 
925969  
T. monococcum ssp. aegilopoides (Link) Thell. Am PI 427566; PI 427609; PI 427620; PI 427678; PI 427698; PI 427717; PI 
427803; PI 427973; PI 427985; PI 427995 
T. monococcum ssp. monococcum L. Am ID 1327; PI 538722; ATRI617/74 SKL; ATRI 12910/89 SKL; MG 4278; 
BGRC 13189; BGRC 42017; BGRC 43450; BGRC 43493; 1001; 486 
T. turgidum ssp. dicoccoides (Körn. ex Asch. & 
Graebner) Thell. 
BA PI 471688; PI 466960; PI 478707; PI 428108; PI 428097; PI 466940; 
ATRI 7118 SKL; MG 4343 
T. turgidum ssp. durum  (Desf.) Husnot  cv Langdon; cv Creso; cv Berillo; cv Drago; cv Valforte; cv Doro; cv 
Fenix; cv Lauria; cv Dritto; ATRI 7275 SKL 
T. turgidum ssp. dicoccum (Schrank ex Schübler) Thell.  ATRI 7305 SKL 
T. turgidum ssp. turanicum (Jakubz.) Á.Löve & D.Löve  ATRI 6075 
T. turgidum ssp. carthlicum (Nevski in Kom.) Á.Löve & 
D.Löve 
 ATRI 9535 SKL 
T. timopheevii ssp. armeniacum  (Jakubz.) MacKey GA ATRI 11564 SKL; PI 427326; 11 
T. timopheevii ssp. timopheevii  (Zhuk.) Zhuk.  ATRI 7301 SKL; ATRI 7302/322 SKL; PI 221421; PI 418585; HW 
6474/85 
T. aestivum ssp. aestivum L. BAD cv Chinese spring; cv Cheyenne; cv Bobwhite; cv Reader; cv San Pastore; 
cv Newton; cv Salmone; cv Columbus 
T. aestivum ssp. spelta (L.) Thell.  ATRI 2021 SKL 
T. aestivum ssp. shaerococcum (Percival) MacKey  ATRI 11002/84 SKL 
T. aestivum ssp. macha (Dekapr. & Menabde) MacKey  AW 5583A/87 
T. aestivum ssp. compactum (Host) MacKey   
T. zhukovskyi  Menabde & Ericzjan GAAm  6; 9 
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2.2 MATERIALI E METODI UTILIZZATI PER IL DNA 
 
2.2.1 ESTRAZIONE DI DNA TOTALE DA TESSUTI 
 
Attraverso questa procedura è stato estratto tutto il DNA, sia nucleare che corpuscolare (Tai et 
al., 1990) che abbiamo utilizzato nei southern blot. 
L’estrazione è stata effettuata partendo da tessuto fogliare verde, omogeneizzato con mortaio e 
pestello in presenza di azoto liquido. Ad ogni campione contenente circa 0,15 g di tessuto 
fogliare sono stati aggiunti 700 μl di tampone di estrazione (100 mM TrisHCl pH 8, 50 mM 
EDTA pH 8, 500 mN NaCl, 1,25% SDS, 8,3 mM NaOH, 0,38% sodio bisolfito) pre-riscaldato a 
65°C ed il campione è stato incubato in un bagnetto caldo a 65°C per 10 minuti, agitando di 
tanto in tanto. Sono stati aggiunti 0,22 ml di potassio acetato 5 M ed il campione è stato posto in 
ghiaccio per almeno 40 minuti, poi è stato centrifugato a 4°C per 3 minuti e il sopranatante è 
stato filtrato con carta miraclot. Sono stati aggiunti 600 μl di isopropanolo e si è centrifugato di 
nuovo a 4°C per 3 minuti , eliminando poi il sopranatante e sciacquando il pellet due volte con 
800 μl di etanolo al 70%. Sono stati aggiunti al pellet 300 μl di T5E (50 mM Tris pH 8, 10 mM 
EDTA pH 8), il campione è stato “vortexato” e posto a 65°C per 5 minuti. Il campione è stato 
poi nuovamente “vortexato” per risospendere il pellet e sono stati aggiunti 150 μl di ammonio 
acetato 7,4 M, poi è stato centrifugato 3 minuti e al sopranatante sono stati aggiunti 330 μl di 
isopropanolo. Il campione è stato centrifugato 3 minuti e, dopo aver eliminato il sopranatante, il 
pellet è stato sciacquato due volte con etanolo al 70%. Sono stati aggiunti 100 μl di T5E ed è 
stato incubato a 65°C per 5 minuti. Sono stati aggiunti 10 μl di sodio acetato 3 M e 75 μl di 
isopropanolo, poi il campione è stato centrifugato 3 minuti, è stato eliminato il sopranatante ed è 
stato sciacquato due volte con etanolo al 70%. Il pellet è stato asciugato in savant per 15 minuti, 
poi è stato risospeso per tutta la notte a 4°C in 25 μl di TE. Il campione il giorno successivo è 
stato poi scaldato a 65°C per 5 minuti e conservato a –20°C. 
 
2.2.2 ESTRAZIONE DI DNA TOTALE DA MEZZA CARIOSSIDE 
 
Per l’estrazione di DNA da ciascuna cariosside delle accessioni di frumento che avevamo a 
disposizione è stata seguita la procedura riportata in D’Ovidio e Porceddu (1996). Un 
quantitativo di tessuto pari a circa 10 mg è stato prelevato dalla regione dell’endosperma 
lasciando intatto l’embrione che è stato posto a 4°C. Il tessuto è stato omogenizzato fino ad 
ottenere una farina molto sottile che è stata posta in una eppendorf a cui sono stati aggiunti 80 
ml di tampone di estrazione (100 mM Tris pH=8, 50 mM EDTA pH=8, 500 mM NaCl) e 16 ml 
di SDS 20%. Il tutto è stato omogenizzato delicatamente e incubato a 65°C per 10 minuti. 
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Successivamente sono stati aggiunti 26,7 ml di acetato di potassio 5 M e, dopo aver agitato 
delicatamente il campione è stato posto in ghiaccio per 20 minuti. Trascorso questo tempo il 
campione è stato centrifugato a 14000 rpm, il sopranatante contenente il DNA è stato recuperato 
e il DNA è stato precipitato mediante aggiunta di isopropanolo. Il pellet di DNA così ottenuto è 
stato lavato con etanolo al 70%, asciugato sotto vuoto e risospeso in 20 ml di TE.  
 
2.2.3 ESTRAZIONE DI CLONI BAC 
 
La libreria artificiale batterica di Langdon#65 (T. turgidum ssp. durum) (Cenci et al. 2003) è 
stata screenata per PCR come riportato in Cenci et al. 2004. 
Le cellule batteriche contenenti i cloni BAC (Bacterial Artificial Chromosome) sono state fatte 
crescere su terreno di coltura solido LB, contenente Cloramfenicolo in concentrazione finale 
pari a 12,5 μl/ml. Le colonie batteriche sono state utilizzate per inoculare 5 ml di LB con 
Cloramfenicolo alla stessa concentrazione della coltura solida. Ogni coltura batterica è stata 
quindi incubata a 37°C in agitazione a 250 rpm per tutta la notte. Il giorno seguente, le colture 
batteriche sono state centrifugate a 2000 g a 4°C per 15 minuti, è stato eliminato il sopranatante 
e il pellet è stato risospeso in 200 μl di SET (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0; 
Saccarosio 20%). La sospensione è stata trasferita in una eppendorf e sono stati aggiunti 400 μl 
di mistura litica (NaOH 0,2 M; SDS 1%). Il tutto è stato lasciato per 5 minuti a temperatura 
ambiente.  
Dopo aver aggiunto 300 μl di Na-acetato 3 M pH 4,8, la sospensione è stata mescolata 
delicatamente e lasciata in ghiaccio per 10 minuti in modo da permettere all’SDS e al DNA 
cromosomico di precipitare; quindi dopo una centrifugazione di 15 minuti a 14000 rpm, si è 
recuperato il supernatante (700-750 μl) ed è stata fatta un’altra centrifugazione a 14000 rpm per 
15 minuti. Una volta recuperato il supernatante, sono stati aggiunti 0,6 volumi di isopropanolo 
freddo, che serve a far precipitare il DNA plasmidico. Dopo aver mescolato accuratamente, la 
miscela è stata centrifugata a 14000 rpm per 15 minuti. Il pellet è stato quindi lavato con etanolo 
al 70% ed asciugato all’aria per circa 1 ora. Il pellet è stato poi risospeso in 40 μl di TE, e dopo 
aver aggiunto 1 μl di RNasi (1mg/ml), tale sospensione è stata incubata a 37°C per un minimo 
di 20 minuti. 
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2.2.4 ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE DEL DNA PLASMIDICO  
 
MINI PREP 
Per effettuare l’estrazione di DNA plasmidico in piccola quantità al fine di effettuare delle 
analisi PCR e analisi di restrizione, abbiamo utilizzato la seguente procedura: 
ogni singola colonia batterica è stata utilizzata per inoculare 1,5 ml di terreno LB, contenente 
l’antibiotico specifico (ampicillina o cloramfenicolo) ad una concentrazione pari a 100μl/ml. 
Ogni coltura batterica è stata quindi incubata a 37°C in agitazione a 250 rpm per tutta la notte. Il 
giorno seguente, le colture batteriche sono state trasferite in tubi eppendorf e sono state 
centrifugate a 14000 rpm per 1 minuto, lavate con 1 ml di TE (Tris-HCl 1M pH 8,0; EDTA 1 
mM) e centrifugate nuovamente come prima. Il pellet ottenuto è stato risospeso in 150 μl di 
SET (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0; Saccarosio 20%) avendo molta cura di 
mescolare bene la soluzione utilizzando il vortex. Sono stati poi aggiunti 350 μl di mistura litica 
(NaOH 0,2 M; SDS 1%) e dopo aver mescolato delicatamente, si è lasciata la sospensione in 
ghiaccio per 10 minuti. Dopo aver aggiunto 250 μl di Na-acetato 3 M pH 4,8, la sospensione è 
stata mescolata delicatamente e lasciata in ghiaccio per 20 minuti in modo da permettere 
all’SDS e al DNA cromosomico di precipitare; quindi dopo una centrifugazione di 10 minuti a 
14000 rpm, si è recuperato il supernatante (700-750 μl) ed è stato aggiunto un uguale volume di 
isopropanolo freddo, che serve a far precipitare il DNA plasmidico. Dopo aver mescolato 
accuratamente la miscela, si è centrifugato a 14000 rpm per 10 minuti. Il pellet è stato quindi 
lavato con etanolo al 70% ed asciugato in pompa da vuoto per 10-15 minuti. Il pellet è stato poi 
risospeso in 20 μl di TE, e dopo aver aggiunto 1 μl di RNasi (1mg/ml), tale sospensione è stata 
incubata a 37°C per un minimo di 20 minuti. La resa media realizzata con questa procedura è 
stata di 3 μg per ogni 1,5 ml di coltura batterica. 
 
MAXI PREP 
Per effettuare un estrazione di DNA plasmidico con un grado di purezza e con resa migliore del 
precedente, utilizzato per effettuare le infezioni in Nicotiana benthamiana, ci siamo avvalsi del 
seguente kit: 
Il DNA plasmidico è stato purificato da cloni batterici ricombinanti con il “NucleoBond® 
Plasmid Purification Kit” (Clontech, Mountain View, USA) seguendo le indicazioni riportate 
nel manuale. 
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2.2.5 DIGESTIONE CON ENZIMI DI RESTRIZIONE 
 
Le digestioni del DNA plasmidico e del DNA dei cloni BAC sono state effettuate utilizzando 
dai 500 ng ai 10 μg secondo lo scopo (semplice controllo dei ricombinanti o per un eventuale 
recupero da gel di agarosio). La soluzione di DNA è stata incubata per 1-2 ore a 37 °C con 2-5 
unità di enzima di restrizione, nelle specifiche condizioni di reazione, in modo da provocare dei 
tagli a livello di specifiche sequenze di DNA. Le digestioni del DNA genomico sono state 
effettuate nel tampone di reazione appropriato, utilizzando da 1 a 10 μg di DNA e 1 unità di 
enzima di restrizione per ogni μg di DNA in un volume finale adeguato (20-40 μl). 
Tranne nei casi in cui il DNA è stato direttamente analizzato su gel di agarosio, le reazioni di 
digestione sono state bloccate utilizzando EDTA 0,5 M pH 7,5 alla concentrazione finale di 10 
mM. 
 
2.2.6 ELETTROFORESI SU GEL DI AGAROSIO 
 
Per l’identificazione e la separazione dei frammenti di DNA è stata utilizzata l’elettroforesi su 
gel di agarosio.  
Le corse elettroforetiche standard sono state effettuate su gel di agarosio allo 0,6%, allo 0,8%, 
all’1% e all’1,2% in TBE 1× (Tris-borato-EDTA). Per facilitare la risoluzione dei frammenti, le 
corse sono state condotte ad un voltaggio massimo di 70-75V. I frammenti di DNA frazionati 
sono stati messi in evidenza immergendo il gel in una soluzione di bromuro d’etidio (0,5 μg/ml) 
per circa 15 minuti; questo, intercalandosi nella doppia elica del DNA lo rende visibile mediante 
irradiazione con raggi UV. 
In alcuni casi il bromuro di etidio è stato aggiunto al TBE, alla stessa concentrazione, durante la 
preparazione del gel. 
 
2.2.7 ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE DI DNA DA GEL 
 
I frammenti di DNA estratti dal gel di agarosio sono stati purificati utilizzando il kit ″GFXTM 
PCR DNA and Gel Band Purification″ della Pharmacia-Amersham. La porzione di gel 
contenente il frammento di DNA da purificare, è stata tagliata con una lametta sterile e trasferita 
in un tubo eppendorf. Dopo aver pesato la frazione di gel recuperata, sono stati aggiunti 10 μl 
dell’apposito tampone (Capture Buffer) per ogni 10 mg del frammento di gel. Il contenuto del 
tubo eppendorf è stato miscelato vigorosamente utilizzando il vortex e poi, al fine di far 
sciogliere il gel, è stato incubato a 60°C per 10-15 minuti. Una volta sciolto, il campione è stato 
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trasferito in una colonnina (GFX Column) posta su un Collection Tube (entrambi fanno parte 
del kit), ed è stato incubato a temperatura ambiente per 1 minuto e subito dopo centrifugato per 
30 secondi a 14000 rpm, in modo da far adsorbire il DNA alla membrana della colonnina. 
Quest’ultima è stata poi lavata con 500 μl di un apposito tampone (Wash Buffer), contenente 
etanolo, che è stato subito rimosso con una centrifugazione di 30 secondi a 14000 rpm. Questa 
centrifugazione è stata ripetuta una seconda volta per rimuovere eventuali residui di etanolo 
presenti nel Wash Buffer. 
Il DNA è stato quindi eluito dalla colonnina mediante l’aggiunta di Tris-HCl 10 mM pH 8,0 
seguita da incubazione a temperatura ambiente per 1 minuto e successiva centrifugazione per 1 
minuto a 14000 rpm. 
 
2.2.8 SOUTHERN BLOTTING 
 
Il metodo utilizzato è stato quello di Southern (Sambrook et al, 1989). 
Dopo essere stati separati tramite elettroforesi su gel di agarosio, ed essere stati fotografati, i 
frammenti di DNA sono stati trasferiti su filtro di nylon (Schleicher & Schull, NYTRAN 0,45) 
secondo le seguenti modalità. Il gel è stato posto in agitazione per 45 minuti in una soluzione 
denaturante contenente NaOH 0,5 M e NaCl 1,5 M. Questa soluzione denatura le molecole di 
DNA (da doppia a singola elica), rendendole disponibili per l’ibridazione con la sonda. 
Successivamente il gel è stato posto in agitazione in una soluzione neutralizzante (NaCl 1,5 M; 
Tris-HCl 1 M pH 8,0) per 45 minuti. I frammenti di restrizione presenti nel gel così trattato, 
sono stati sottoposti a trasferimento per capillarità utilizzando come tampone di trasferimento 
l’SSC 10× (NaCl 150 mM; citrato di sodio 15 mM). Alla fine del trasferimento (circa 16 ore) è 
stata prelevata la membrana che dopo essere stata lavata per 10 minuti con SSC 2×, è stata fatta 
asciugare all’aria per circa 30 minuti. Il DNA trasferito è stato fissato mediante cottura in forno 
UV. In questo modo il filtro è pronto per l’ibridazione con la sonda marcata. 
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Preparazione della sonda marcata 
 
La sonda specifica viene marcata tramite PCR con digossigenina (Digoxigenin-11-uridine-5'-
triphosphate, Roche Diagnostics) mettendo nella miscela di reazione : 
 
DNA(100ng) 1ul; 
dATP (10mM) 0,5 μl; 
dCTP (10mM) 0,5 μl; 
dGTP (10mM) 0,5 μl; 
dTTP (1mM) 4,5 μl; 
digossigenina (0,1mM) 5 μl; 
Primer specifico per un filamento (100ng/μl) 0,5 ul;  
Primer specifico per l’altro (100ng/μl ) 0,5 ul:  
Tampone della Taq (10x) 10μl ;  
Taq (RED Taq Sigma) 0,5 μl (1 APU); 
Si porta al volume di 100 ml con acqua. 
Le sonde utilizzate corrispondono alla regione codificante completa, o alla specifica porzione 
della regione N- o C- terminale del gene Tapgip1. Le sonde corrispondenti alle porzioni N- o 
del C-terminale del gene sono state ottenute amplificando per PCR rispettivamente la regione 
iniziale di 320 bp (1-320 bp) o la regione finale di 146 bp (869-1014 bp). La sonda Tapgip1 
invece è stata ottenuta amplificando tutta la regione del gene Tapgip1 corrispondente a 1014 bp 
(1-1014). 
Le coppie dei primer utilizzate sono state: 
Per sonda Tapgip1 totale PGIPWH1F/PGIPWH1R 
Per la sonda N-terminale Tapgip1 PGIPWH1F/PGIPWH4R 
Per la sonda C-terminale Tapgip1 PGIPWH5F/PGIPWH1R 
Le sequenze delle coppie di primer sopra riportate sono presenti in tabella 2. 
Le condizioni di amplificazione applicate sono state le seguenti: 
94°C per 1 minuto  
30 cicli  55°C per 1 minuto  
72°C per 30 secondi-1 minuto  
72°C per 5 minuti 1 ciclo 
 
Dopo PCR, la sonda viene controllata su gel di agarosio all’ 1,2% con un marker specifico e poi 
viene purificata da gel con il kit ″GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification″ della 
Pharmacia-Amersham. 
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La marcatura della sonda viene poi controllata secondo il TEST STREEP (Roche) 
 
Ibridazioni molecolari 
Questi esperimenti consistono di quattro fasi: pre-ibridazione, ibridazione, lavaggio e 
rilevamento immunologico. 
 
Preibridazione 
In questa fase le membrane su cui sono state trasferite le molecole di RNA, sono state saturate 
in modo da impedire alla sonda di legarsi sul filtro e generare un segnale di fondo (background). 
La soluzione che è stata utilizzata ha la seguente composizione: SSC 5×; N-Laurilsarcosine 
0,1%; SDS 0,2%; Blocking Reagent (Boehringer Mannheim) 1%. La membrana è stata tenuta in 
preibridazione per almeno 3 ore alla temperatura di 65°C. 
 
Ibridazione 
La sonda è stata denaturata ponendola a 95°C per 5 minuti e quindi in ghiaccio per 1 minuto. In 
questo modo si rinaturano solo le sequenze altamente ripetute eventualmente presenti. 
La sonda così trattata è stata mescolata ad una soluzione analoga a quella di preibridazione. Il 
filtro è stato mantenuto in tale soluzione per almeno 6 ore alla temperatura di 65°C, per 
ibridazioni ad alta stringenza, o alla temperatura di 55-50°C, per le ibridazioni a medio-bassa 
stringenza. 
Alla fine di questa fase la sonda è stata recuperata e conservata a 4°C per essere riutilizzata altre 
volte. 
 
Lavaggio 
Il filtro è stato lavato due volte, con una soluzione contenente SSC 2× e SDS 0,1%, per 5 minuti 
a temperatura ambiente e quindi, due volte per 15 minuti alla temperatura di ibridazione, con 
una soluzione contenente SSC 0,1× e SDS 0,1%. 
 
Rilevamento per chemioluminescenza 
Questo tipo di rilevamento utilizza una sostanza luminescente detta CSPD. Quest’ultimo, 
subendo una defosforilazione per opera della fosfatasi alcalina coniugata all’anticorpo anti-
digossigenina, emette luce che impressiona la lastra fotografica. 
I tamponi e le modalità di lavaggio utilizzati sono: 5 minuti di lavaggio con tampone 1 (Acido 
Maleico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7,5; + 0,3% Tween 20 V/V), un secondo lavaggio con 
tampone (10× blocking solution 1:10 in Acido Maleico) per 30 minuti ed uno ulteriore con 
aggiunta dell’anticorpo (1:10000). La rimozione dell’anticorpo è stata fatta con due risciacqui 
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con tampone 1, di 15 minuti ciascuno, e con un risciacquo con tampone detto Detection buffer 
(TrisHCl pH 9.5 1M ed NaCl 5M). Il filtro è stato messo in una busta di nylon, è stato aggiunto 
1 ml di CSPD (Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2 dioxetane-3,2′-(5′chloro) tricyclo [3.3.1.13,7] 
decan}-4-yl) phenil phosphate) ed è stato posto 15 minuti a 37°C per favorire la reazione con la 
fosfatasi alcalina. Infine, il filtro è stato esposto su lastre fotografiche per tempi diversi (1 ora e 
3 ore). 
 
2.2.9 ANALISI DI PCR 
 
Le reazioni PCR per lo screening delle accessione di frumento riportate nel paragrafo dei 
materali vegetali sono state effettuate utilizzando la RedTaqTM ReadyMix (Sigma-Aldrich, 
Milano, Italy) in un volume finale di 50 μl seguendo la procedura riportata sul protocollo fornito 
dalla casa produttrice. Le condizioni di amplificazioni seguite sono state:  
 
 
94°C per 1 minuto  
30 cicli  55-60°C per 1 minuto  
72°C per 1 minuto  
72°C per 5 minuti 1 ciclo 
 
 
Gli oligonucleotidi utilizzati sono stati quelli disegnati sulla Tapgip1, Tapgip2 e Tapgip3 
(Tabella2). 
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Tabella 2 Elanco delle coppie di primer specifiche per i geni Tapgip1, Tapgip2, Tapgip3 
incluso il retrotrasposone Ikeros  e primer generici. 
 
Coppia specifica per il gene Tapgip1 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT  
(PGIPWH10R) 5’-GGCGTCGTTGCAAGTGAT  
Coppia specifica per il gene Tapgip2 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT  
(PGIPWH11R) 5’-GGCGTCGTTGCAAGTGTC  
Coppia specifica per il gene Tapgip3 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT 
(PGIPWH12R) 5’- GGCGTCGTTGCAAGTGG 
Primer specifici per Ikeros 
(PGIPWH18F) 5’ AACCAAGATGGCATGATACC 
(PGIPWH21R) 5’ GTAAAAGTTGAGATCAAGGGG 
Primer generici  
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT 
(PGIPWH1R) 5’-TTATTTCTTGCATGGATCTGGGAG  
(PGIPWH4R) 5’-TAGAGGTTGAGGACGAGAAGC  
(PGIPWH5F) 5’ TGCCGCAGGTTCGTTACAT 
(PGIPWH5R) 5’ TGCCGCAGGTTCGTTACAT 
 
 
La specificità dei primer per la Tapgip3 è stata verificata in un secondo momento utilizzando 
come controllo in esperimenti PCR il clone BAC contenente questo gene. L’identità dei prodotti 
PCR è stata confermata da sequenziamento nucleotidico diretto degli ampliconi. 
I prodotti amplificati sono stati frazionati su gel di agarosio all’ 1.2% e recuperati utilizzando il 
kit QIAquick PCR e il QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen srl, Milano, Italy) e direttamenti 
sottoposti ad analisi di sequenza. 
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2.2.10 ANALISI BLAST 
 
Le analisi BLAST (McGinnis and Madden 2004) sono state effettuate sulla banca dati TREP 
(http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/ITMI/Repeats/index.shtml) e nell’ NCBI (International 
Nucleotide Sequence Databases) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizzando i parametri 
predefiniti. un analisi self BLAST è stata effettuata con il Blast a 2 sequenze (Tatusova and 
Madden 1999) e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi, usando i parametri 
specificati nella sezione dei risultati. 
 
2.2.11 COSTRUTTI PER LA TRASFORMAZIONE TRANSIENTE  
 
I geni Pgip sono stati inseriti nella cassetta d’espressione del vettore virale basato sul virus X 
della patata (PVX) (Baulcombe et al., 1995) utilizzando i siti di restrizione ClaI e SalI per la 
Tapgip1 e ClaI e Nru I, per la  Tapgip2 e inserendoli sia senza che con il Tag di 6-His al C-
terminale. 
Il vettore virale PVX201 corrisponde al genoma completo del virus X della patata che presenta i 
siti unici di restrizione ClaI, SalI ed NruI utilizzabili per il clonaggio di geni esogeni e per la 
loro espressione. Questi siti sono situati a valle del promotore che controlla la trascrizione della 
proteina del capside virale e permettono in tal modo l’espressione di geni eterologhi inseriti 
nella corretta fase di lettura. In particolare la reazione di PCR per ottenere l’inserto da utilizzare 
nel clonaggio è stata effettuata utilizzando una Taq proofreading FastStart High Fidelity PCR 
System (Roche) che è caratterizzata oltre che da un’elevata processività anche dall’attività 
esonucleasica 3’-5’. Le reazioni di amplificazione sono state condotte in un volume finale di 
100μl contenente 10 μl del buffer10X  della specifica Taq, 200 mM dNTPs, 100 ng di ciascun 
primer, 2.5 unità di Taq e un quantitativo di templato pari a 100 ng. I primer utilizzati per il 
clonaggio sono riportati in tabella 3  
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Tabella 3 Elenco dei primer per il clonaggio in PVX201 della Ospgip1,e Tapgp1, Tapgip2,con 
e senza tag di istidina.  
 
Per il gene Tapgip1 
PGIPWHCla1F : 5’ TTGTATCGATGAGCTCTCCACCCTCG 
PGIPWHSal1R   5’ CCGCGTCGACTTATTTCTTGCATG 
Per il gene Tapgip2 
PGIPWHCla1F  5’ TTGTATCGATGAGCTCTCCACCCTCG 
NruTacsPGIP1  5’ CCGCTCGCGATTATTTCTTGCATG 
Per i geni Tapgip1 e Tapgip2 con tag 6-His 
PGIPWHCla1F  5’ TTGTATCGATGAGCTCTCCACCCTCG 
SalHisTa1R   5’ TTGCGTCGACTCAGTGATGGTGATGGTGATGTTTCTTGCATGGATCTGG 
NruHisTa1R  5’ TTACTCGCGATCAGTGATGGTGATGGTGATGTTTCTTGCATGGATCTGG 
Per il gene Ospgip1 
RISOCla  5’ TTGTATCGATGCGCGCCATGGTCGT 
RISOSal  5’ CGCGTCGACTTAATTGCAGGGAGTAGG 
 
Le condizioni di amplificazione sono state le seguenti: 
94°C per 2 minuti  1 ciclo 
94°C per 15 secondi  
25 cicli  60°C per 30 secondi 
72°C per 55 secondi  
72°C per 5 minuti 1 ciclo 
 
I geni Tapgip1 e Tapgip2 sono stati amplificati tramite PCR dal DNA di  T. aestivum cv 
Chinese Spring e il gene Ospgip1 dal DNA di Oryza sativa cv. Roma utilizzando coppie di 
primer specifici. 
A questo punto si è operato in modo da ottenere un costrutto formato dal vettore PVX201 e 
l’inserto di interesse. Il PVX201 e l’inserto sono stati digeriti con gli stessi enzimi di restrizione 
(SalI e ClaI per i geni Tapgip1 e Ospgip1, NruI e ClaI per il gene Tapgip2) in modo da rendere 
le estremità del vettore e del gene sopraindicato complementari. A questo punto si è proceduto 
ad ottenere una miscela di ligasi ; il rapporto tra l’inserto ed il vettore generalmente deve essere 
3:1, in questo caso, invece, (per il vettore PVX201) affinché il costrutto possa formarsi in modo 
efficiente il rapporto deve essere invertito (1 inserto: 3 vettore); la quantificazione è stata 
effettuata su gel di agarosio. 
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Nella miscela di ligasi quindi sono stati messi oltre che all’inserto e al vettore in queste 
proporzioni, anche la ligasi “T4 DNA ligase” (proomega), il buffer specifico dell’enzima ed è 
stato portato il tutto ad un volume di 10 μl con acqua deionizzata e sterile. In fine questa miscela 
di reazione è stata lasciata per tutta la notte a 15°C. 
 
2.2.12 TRASFORMAZIONE IN DH5α 
 
Il costrutto è stato utilizzato per trasformare le cellule di E.Coli DH5α in questo modo: 
Le cellule competenti sono state prese dal congelatore a -80°C e sono state lasciate scongelare 
in ghiaccio per 15 minuti . 
Sotto cappa sono state inoculate con metà miscela di ligasi (5μl) e lasciate in ghiaccio per 30 
minuti, miscelando di tanto in tanto. 
La provetta contenente le cellule competenti ed il costrutto è stata posta a 42°C per 1 minuto e 
50 secondi, quindi lasciata a temperatura ambiente per 2 minuti, in modo da determinare dei 
temporanei pori sulla membrana delle cellule, indispensabili per l’acquisizione del DNA. 
Le cellule sono state inoculate, sempre sotto cappa, con 1 ml di terreno di coltura LB (terreno di 
coltura Luria-Bertani la cui composizione per litro di soluzione è: triptone 10g, estratto di lievito 
5g, NaCl 10g) e lasciate a 37 gradi per 1 ora in modo da permettere loro di moltiplicarsi. 
Trascorso questo tempo, la provetta contenente le cellule è stata centrifugata per 5 minuti a 4000 
RPM; eliminato poi, circa 1 ml di sopranatante, le cellule sono state sospese in un volume 
inferiore, in modo da poterle piastrare su un terreno (LB) selettivo contenente ampicillina (le 
cellule competenti non presentano la resistenza verso questo antibiotico, a meno che non hanno 
acquisito il vettore PVX201) e lasciate over night a 37°C.  
 
2.2.13 INFEZIONE DI Nicotiana benthamiana CON PVX201 
 
Le piante di Nicotiana benthamiana sono state cresciute a 24°C con un periodo di 16/8 h 
giorni/notte at 100 μE m-2 s-1 di intensità luminosa. 
Il costrutto, dopo essere stato estratto da E.Coli (DNA concentrato 15μg) come riportato nel 
paragrafo estrazione DNA Maxi prep, è stato miscelato ad un tampone abrasivo (in rapporto 
1:1) e il tutto, circa 20 (μl), versato sulle foglie di N. benthamiana e massaggiato in modo da 
farlo penetrare. 
Il tampone abrasivo utilizzato per l’infezione è composto da bentonite sospesa in 43 mM di 
fosfato di sodio a pH7. In alcuni casi si è utilizzata una sostanza granulosa, carborundum al fine 
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di provocare delle lesioni. Per l’osservazione dei primi sintomi da infezione di PVX201 si sono 
aspettate circa 2 settimane. 
 
2.2.15 SEQUENZIAMENTO 
 
Il sequenziamento è stato effettuato preparando una miscela composta da DNA plasmidico (600 
ng) e primer specifici (60 ng) e, il tutto, portato ad un volume finale di 8 μl . Il sequenziamento 
è stato effettuato nello stesso dipartimento DABAC (Università della Tuscia, Viterbo, Italia). 
In alcuni casi, il sequenziamento è stato realizzato usufruendo del servizio MWG srl BIOTECH. 
Le sequenze così ottenute, sono state poi esaminate con il programma DNAMAN (Lynnon, 
BioSoft, Quebec, Canada). Le analisi di sequenza sono state effettuate con il software 
DNAMAN (Lynnon Biosoft, Quebec, Canada) e gli allineamenti di sequenza sono stati 
effettuati utilizzando il programma Clustal W (EMBL-EBI) lasciando i parametri prestabiliti. 
Gli alberi sono stati generati con il programma DNAMAN usando il metodo Neighbor-Joining 
(Saitou e Nei 1987). I valori di “Bootstrap” sono stati ottenuti su 1000 repliche. 
Le sequenze sono state analizzate anche tramite il programma ExPASy (Expert Protein Analysis 
System) . 
Il Sequenziamento del BACLDN65893010 è stato effettuato con una serie di primer disegnati 
sulla sequenza in fase di identificazione (Tab. 4 ; Fig. 1). 
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Tabella 4 Elenco primer utilizzati per sequenziare la pgip3 interrotta dal retrotrasposone Ikeros. 
TaBW2R 5’ GCGTTGTGGGACAGGTTAATG 
PGIPWH1F 5’ ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT 
PGIPWH1R 5’ TTATTTCTTGCATGGATCTGGGAG 
PGIPWH4R 5’ TAGAGGTTGAGGACGAGAAGC 
PGIPWH5F 5’ ATGTAACGAACCTGCGGCA 
PGIPWH5R 5’ TGCCGCAGGTTCGTTACAT 
PGIPWH2F 5’ ACTTCGCCTCGTGGACTCCT 
PGIPWH2R 5’ GTAGACATCCAACCTCGCCAA 
PGIPWH12R 5’ GGCGTCGTTGCAAGTGG 
PGIPWH12F 5’ TGCGAACGGCACGACGC  
PGIPWH13F 5’ GCATCTCTCTCACCTCCGTT 
PGIPWH14R 5’ CTGAGGTCGATGGAGTCTAA 
PGIPWH17R 5’ GGTATCATGCCATCTTGGTT 
PGIPWH18F 5’ AACCAAGATGGCATGATACC 
PGIPWH19F 5’ CACTGACCAAGCTCGAAGT 
PGIPWH20R 5’ GAGATCAAGGGGGAGAATG 
PGIPWH21R 5’ GTAAAAGTTGAGATCAAGGGG 
PGIPWH22F 5’ ATGAGCACTCCTCCCTCGGCACAT 
PGIPWH23R 5’ TTATTTCTTGCATGGATTTGGGAG 
PGIPWH24F 5’ CCCCTTGATCTCAACTTTTAC 
PGIPWH25F 5’ TGATCTTTGCCCCTGAAAAGGG 
PGIPWH26F 5’ ATGCGCATCGAGATCGATAG 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 In questo schema è rappresentata la posizione dei primer sulla sequenza Tdpgip3 e sul 
retrotrasposone Ikeros (rappresentato dalla linea spezzata).. 
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2.2.15 COSTRUTTI PER LA TRASFORMAZIONE STABILE 
 
Il costrutto PAHC17-Tapgip2 è stato preparato clonando il gene Tapgip2 nel sito unico di 
restrizione BamHI. 
Ciò è stato reso possibile amplificando i geni con i seguenti primer: 
BamHITapgip2F 5’-AATAGGATCCATGAGCTCTCCACCCTCG 
BamHIHisTaR 5’-CGAGGATCCTCAGTGATGGTGATGGTGATGTTTCTTGCATGGATCTGG 
 
Il primer reverse oltre alla presenza del sito BamHI è caratterizzato dalla presenza di 6 codoni 
(in grigio) codificanti 6 istidine e il codone di stop spostato a valle di queste 6 triplette. 
Anche in questo caso, l’aggiunta del Tag 6xHis è stata effettuata per facilitare la purificazione e 
l’ identificazione della proteina. 
Le reazioni di amplificazione sono state condotte con la Taq FastStart High Fidelity PCR 
System (Roche) con le seguenti modalità di amplificazione: 
  
94°C per 2 minuti  1 ciclo 
94°C per 30 secondi  
30 cicli  55°C per 1 minuto  
72°C per 1 minuto  
72°C per 4 minuti 1 ciclo 
 
Le reazioni di amplificazione sono state condotte in un volume finale di 100 μl contenente 10 μl 
del buffer10X della specifica Taq, 200 mM dNTPs, 100 ng di ciascun primer, 2,5 unità di Taq e 
un quantitativo di templato pari a 100 ng. 
Il frammento amplificato ed il vettore di espressione sono stati sottoposti a digestione 
enzimatica con l’appropriato enzima di restrizione (BamHI) e il vettore defosforilato con la 
fosfatasi alcalina “Alkaline Phosphatase, shrimp” (Roche); quindi vettore ed inserto 
corrispondente sono stati sottoposti ad una reazione di ligasi con la “T4 DNA ligase” (Promega) 
analogamente a quanto descritto sempre nella sezione del clonaggio in PVX201, 5 μl di tale 
miscela sono stati utilizzati per la trasformazione di cellule batteriche di E. coli DH5α poi 
estratto in piccole quantità (vedi sezione Mini prep) per il sequenziamento e successivamente in 
grandi quantità (vedi sezione Maxi prep). 
Il costrutto così preparato è stato utilizzato presso il “Dipartimento di Agrobiologia e 
Agrochimica” dell’Università Degli Studi Della Tuscia, Viterbo, nel laboratorio di Fisiologia e 
Biotecnologie Vegetali del Prof. Renato D’Ovidio, dalla Dott.ssa Michela Janni per bombardare 
embrioni immaturi di T. turgidum ssp. durum cv. Svevo e scissi da piante allo stadio Zadoks 72, 
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usando un bombardatore modello “PDS-1000/He Biolistic particle delivery system” (Bio-Rad, 
Hercules, CA, U.S.A). Gli esperimenti di bombardamento sono stati effettuati secondo la 
procedura riportata in Okubara et al., 2002. 
Per lo screening delle linee rigeneranti è stata utilizzata una coppia di primer di cui uno 
posizionato sul promotore dell’ ubiquitina di mais, e l’altro all’interno del gene target 
(Tapgip2). Per questo screening sono state utilizzate due coppie in particolare RT-
UBI/PGIPWH15R e UBIA2/PGIPWH11R (Fig. 5) Le condizioni di reazione sono uguali a 
quelle riportate nella sezione analisi PCR. 
 
Tabella 5 Primer utilizzati nello screening delle piante transgeniche 
RT-UBI 5’ CAACCTCGTGTTGTTCGGAG 
PGIPWH15R 5’CAGTCTTTGTTATTCTCGGCG 
UBIA2 5’ CCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGC 
PGIPWH11R 5’-GGCGTCGTTGCAAGTGTC
 
2.3 MATERIALI E METODI UTILIZZATI PER L’ RNA 
 
In tutti i materiali biologici è presente l’RNasi quindi, per l’estrazione e la manipolazione dell’ 
RNA, devono essere effettuate delle procedure di lavoro molto accurate. L’acqua, utilizzata 
negli esperimenti, è stata trattata per tutta la notte con dietil pirocarbonato (DEPC) che è un 
forte inibitore dell’RNasi e poi autoclavata per neutralizzare questo composto altrimenti tossico. 
 
2.3.1 ESTRAZIONE DELL’RNA DA TESSUTO VEGETALE 
 
Per l’estrazione dell’RNA totale è stato utilizzato il kit “RNasi plant mini kit” (Qiagen SpA, 
Milano, Italy). Il materiale vegetale, in presenza di azoto liquido, è stato ridotto in polvere con 
mortaio e pestello, ed è stato poi aggiunto il primo tampone corrispondente a 450 μl di RLT, a 
cui era stato aggiunto in precedenza 6,075 mg di DTT (ditiotreitolo). 
Il tampone RLT contiene guanidina tiocianato che determina la lisi delle cellule. 
La lisi è completata con l’aggiunta di tamponi contenenti inibitori dell’RNasi ed anche altri 
componenti, che creano delle condizioni tali da favorire l’assorbimento di acidi nucleici sulla 
membrana di silice. 
Tale membrana è posta all’interno di una colonnina attraverso la quale viene fatta passare la 
soluzione di estrazione. Il DNA presente, legato alla membrana insieme all’RNA, viene rimosso 
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aggiungendo una soluzione contenente DNnasi che è applicata direttamente alla membrana e 
lasciata agire per 20 minuti a 30°C come descritto su protocollo. 
I sali, i metaboliti e le macromolecole, vengono invece direttamente eliminati tramite l’uso di 
tamponi di lavaggio. 
L’RNA viene a questo punto eluito, in condizioni di bassa forza ionica, in 100 μl di acqua 
trattata con DEPC e conservato a -80°C. 
Per poter quantificare l’RNA sono state condotte delle misure allo spettrofotometro alla 
lunghezza d’onda ( λ ) di 260 nm e 280 nm. 
L’ assorbanza dell’RNA è stata misurata in cuvette di quarzo con cammino ottico pari a 0,1 cm, 
utilizzando 5 μl della soluzione di RNA purificata. 
2.3.2 GEL DI FORMALDEIDE 
 
Per verificare l’integrità dell’RNA estratto e uniformare il più possibile i quantitativi estratti 
dalle varie sezioni, i campioni di RNA sono stati sottoposti a corsa elettroforetica su gel di 
formaldeide. Le corse elettroforetiche sono state effettuate utilizzando gel di formaldeide 
all’1,2%, in tampone di corsa costituito da 0,2 M acido morfolinico propan solfonico (MOPS), 
50 mM sodio acetato, 10 mM EDTA. Il bromuro di etidio per la visualizzazione dell’RNA sul 
gel è stato aggiunto direttamente ai campioni di RNA prima del caricamento. 
La contaminazione di DNA è stata eliminata con la DNA-freeTM mix (Ambion Ltd, Huntingdon, 
United Kingdom) e la concentrazione dell’RNA è stata determinata tramite l’utilizzo dello 
spettrofotometro. 
 
2.3.3 ANALISI DI RT-PCR 
 
Gli esperimenti di RT-PCR sono stati effettuati usando il QuantyTect® SYBR® Green RT-PCR 
(Qiagen) nella MyCycler™ thermal cycler (Bio-Rad Life Science, Segrate, Italy). Ogni RT–
PCR è stata effettuata in a volume totale di 25 μl usando 250 ng di RNA totale e 50 ng di 
ciascun primer. La sintesi del cDNA e le condizioni di amplificazione sono state: 30 min a 50°C 
per la sintesi del cDNA; 15 min at 95°C per inattivare la trascrittasi inversa; poi, 40 cicli a 94°C 
per 15 s, 60°C per 30 s e 72°C per 30 s per amplificare il cDNA. 
I primer utilizzati sono riportati in tabella 6. 
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Tabella 6 Elenco dei primer utilizzati nell’ RT-PCR 
per Tapgip1 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT; 
(PGIPWH10R) 5’-GGCGTCGTTGCAAGTGAT; 
per Tapgip2 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT; 
(PGIPWH11R) 5’-GGCGTCGTTGCAAGTGTC;  
per Tapgip3 
(PGIPWH1F) 5’-ATGAGCACTCCACCCTCGGCACAT;  
PGIPWH12R) 5’- GGCGTCGTTGCAAGTGG; 
per Ospgip1 
(OSPGIP5F) 5’-AGAAGGAGTGCAACGCCGGC; 
(OSPGIP1_3R) 5’-GGTGGTGTCGTCGCAGGT; 
per Ospgip2 
(OSPGIP2_F5) 5’-AGAAGGTGCAATGCCATGAG; 
(OSPGIP73_R4) 5’-GATGGTGAGGTGGGTGAGGT; 
per Ospgip3 
(OSPGIP3F4) 5’-TCATCAACCTCGCCATCACA; 
(OSPGIP64R7) 5’-CCTTGAAGAAGGTGATGTAC; 
per Ospgip4 
(OSPGIP4_1F) 5’-TGCTCGTGTTCGTGGTGT; 
(OSPGIP4_1R) 5’-ACTGGAAGTAGGACGCGTTG; 
Per  Actina 
(TaACTINF) ) 5’-AAGAGTCGGTGAAGGGGACT 
(TaACTINR) 5’-TTCATACAGCAGGCAAGCAC 
Per rRNA 18S 
(OS18SRNAF) 5_-ATGATA ACTCGACGGATCGC 
(OS18SRNAR) 5_-CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 
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La specificità dei primer è stata appurata in separati esperimenti PCR, dove come stampo è stato 
utilizzato il DNA del plasmide ricombinante contenente il gene Pgip corrispondente. Analisi 
PCR utilizzando più di 200 ng di DNA plasmidico ha confermato la specificità di ciascuna 
coppia di primer che amplificava solo il corrispondente gene Pgip. Ogni prodotto PCR e RT–
PCR è stato controllato per sequenziamento diretto dell’amplicone al fine di dimostrare la 
presenza del gene specifico. Sono state effettuate amplificazioni dei geni che codificano per l’ 
rRNA 18S e per l’ actina come controllo positivo nelle reazioni di RT-PCR.  
 
2.4 MATERIALI E METODI UTILIZZATI PER LE PROTEINE 
 
2.4.1 ESTRAZIONE PROTEICA DA FOGLIA 
 
L’estrazione delle proteine totali dalle foglie di  N. Benthamiana, infettate con il PVX201, è 
stata effettuata omogeneizzando il tessuto vegetale con mortaio e pestello in presenza di azoto 
liquido. Al tessuto omogeneizzato è stato aggiunto un tampone di estrazione composto da NaCl 
1M e Na-Acetato 20mM, in proporzioni pari a 2 ml ogni grammo di tessuto vegetale. La 
soluzione così ottenuta è stata incubata a 4°C in agitazione per un’ ora. Il materiale vegetale è 
stato quindi centrifugato a 10000x g per 20 minuti, ed il sopranatante è stato recuperato e filtrato 
attraverso carta “miracloth” per eliminare i frammenti più grossolani. 
Il campione è stato conservato a -20°C. 
La quantificazione delle proteine viene effettuata con letture allo spettrofotometro secondo il 
saggio Bradford. Sono state utilizzate a tale scopo le soluzioni della della BIO-RAD “Bio-Rad 
Protein Assay” e per la retta di taratura la BSA. 
 
2.4.2 SDS-PAGE 
 
Il gel di poliacrilammide consiste di due fasi: il “gel di corsa”, dove i complessi proteina-SDS si 
separano effettivamente in base alla massa, e il “gel spaziatore”, il cui scopo è quello di 
concentrare i complessi anionici in bande sottilissime che poi vengono separate nel gel di corsa. 
E’ stato utilizzato un gel dello spessore di 0,75 mm. Nel gel di corsa è stata usata una 
percentuale di monomeri (T=100x [grammi di acrilammide + grammi di bis-
acrilammide/volume]) pari al 15% e di cross-linker (C=100x[grammi di bis-
acrilammide/grammi di acrilammide + grammi di bis-acrilammide]) pari a 2,67%, Tris-HCl 
0,36 M pH 8,8, SDS 0,1%; nel gel spaziatore è stata usata una percentuale di monomeri del 3,75 
e di cross-linker del 2,67%, Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1%. La composizione del 
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tampone di corsa usato è: glicina 0,2 M, Tris 0,02 M pH 8,8, SDS 0,1%. La corsa è stata 
condotta ad un voltaggio costante (200 volts) fino a che il tracciante (γ-pironina) è fuoriuscito 
dal gel. 
 
2.4.3 WESTERN BLOT 
 
Il Western blot è stato effettuato utilizzando un anticorpo policlonale prodotto contro la regione 
N-terminale della PvPGIP di fagiolo, che ci è stato fornito dal Prof. Cervone del Dipartimento 
di Biologia Vegetale dell’Università “La Sapienza” di Roma. Successivamente è stato effettuato 
utilizzando un anticorpo diretto contro il tag 6xHis (Santa Cruz Technologies) 
Inizialmente è stata  eseguita una corsa elettroforetica dei campioni in gel SDS-PAGE con 
valori di C=3.33 e T=12. Successivamente il gel è stato sottoposto a 3 lavaggi, ciascuno di 5 
minuti, in 50 ml di tampone di trasferimento (25 mM Tris, pH8.3; 192 mM glycine e SDS 
0.04%). 
Per il blottaggio è stato utilizzato l’apparato Mini Trans-blot della Bio-Rad e una membrana 
PVDF (Bio-Rad); il tutto è stato assemblato con le modalità descritte nel manuale d’istruzioni 
dell’apparato. Una volta avvenuto il trasferimento, la membrana è stata saturata per 2 ore a 
temperatura ambiente in 100 ml di Blocking solution (10 mM Tris; 150 mM NaCl; 0.1% 
Tween20 e 5% di “not fat dry milk”); successivamente è stata lavata brevemente per due volte 
in 50 ml di Washing buffer (10 mM Tris-HCl pH=8; 150 mM NaCl e 0.2% Tween20) e 
incubata per tutta la notte in 50 ml di soluzione contenete l’anticorpo primario (diluito 1:2000 in 
Washing buffer). Successivamente l’eccesso di anticorpo primario è stato rimosso effettuando 
una serie di lavaggi utilizzando 50 ml di Washing buffer; in particolare sono stati effettuati 
prima due lavaggi brevi, poi un lavaggio da 15 minuti e poi altri tre lavaggi brevi. 
La membrana è stata quindi incubata in una soluzione di 50 ml di Washing buffer, contenete 
l’anticorpo secondario diluito 1:5000 (anticorpo anti-rabbit coniugato con la perossidasi di 
cavallo HRP), per 1 ora a temperatura ambiente.  
L’eccesso di anticorpo secondario è stato eliminato con gli stessi lavaggi descritti per rimuovere 
l’eccesso di anticorpo primario. 
Il rilevamento delle proteine è stato effettuato utilizzando la reazione di chemioluminescenza 
con il reagente Luminolo della “Santa Cruz Technologies” seguendo la procedura indicata nel 
manuale.  
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2.4.4 COLORAZIONE CON NITRATO D’ARGENTO  
 
Dopo la corsa elettroforetica, su gel di poliacrilammide dei campioni proteici da saggiare, è stata 
effettuata la colorazione con nitrato d’argento del gel, in modo da evidenziare la gamma 
proteica dell’estratto da N. benthamiana (infettata con il costrutto PVX201 contenente il gene 
target). Questa colorazione, essendo molto sensibile, ha la peculiarità di mettere in evidenza 
anche piccole quantità proteiche (es. 1 μg di estratto proteico). 
La colorazione con il nitrato d’argento consiste in una serie di lavaggi del gel fatti in agitazione, 
e in soluzioni acquose, contenenti acqua deionizzata (le proteine sono molto sensibili alla 
concentrazione ionica). 
Il primo lavaggio viene fatto in una soluzione acquosa, contenente il 30% di metanolo e il 10% 
di acido acetico glaciale, per almeno 30 minuti, in modo da fissare bene le proteine; il secondo, 
in metanolo al 30% per 10 minuti; il terzo viene fatto in acqua per 3 minuti. Questi due passaggi 
vengono effettuati per allontanare il metanolo residuo. Nel quarto passaggio, il gel viene trattato 
con il nitrato d’argento e formaldeide e lasciato in agitazione al buio per 30 minuti (per un 
volume finale di 100 ml di soluzione vengono utilizzati 100 mg di nitrato d’argento e 150 μl di 
formaldeide). Infine, si effettuano due lavaggi (per lo sviluppo), composti da soluzione acquosa 
di carbonato di sodio (5 g) e formaldeide (100 μl) per un volume finale di 200 ml, in modo che i 
sali possano precipitare determinando la comparsa delle bande proteiche. 
 
2.5.5 SAGGIO DI DIFFUSIONE SU AGAR 
 
Per effettuare questo saggio, vengono preparate delle piastre contenenti sodio acetato 100 mM 
(pH 4.6 per PG fungine), 0.5% acido poligalatturonico e 0.8% agarosio. All’interno di ogni 
piastra vengono praticati dei fori del diametro di 0,5 mm dove si applica una soluzione 
contenente la poligalatturonasi. Le piastre vengono incubate per 12 ore a 30°C e poi vengono 
sviluppate versandoci sopra una soluzione di HCl 6N. L’attività dell’enzima viene visualizzata 
dalla formazione di un alone attorno al foro centrale, come risultato della degradazione della 
matrice pectica, operata dall’enzima stesso. Se insieme alla PG si mette anche una data PGIP, 
l’attività inibitoria che la PGIP esercita sulla PG si manifesta in una riduzione dell’alone di 
degradazione, operato dalla PG stessa. Sulla base di questo saggio si definisce 1APU (1 unità di 
diffusione su agarosio) di PG come quella quantità di enzima necessaria a produrre un alone con 
raggio pari a 0.5 cm (escluso il diametro del foro centrale); analogamente l’unità di attività 
inibitoria di una data PGIP (1 IU) viene definita come la quantità di PGIP che inibisce 1 APU di 
PG del 50%. 
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2.5.6 SAGGIO DEGLI ZUCCHERI RIDUCENTI 
 
Questo saggio viene effettuato all’interno di tubi di PIREX contenenti una miscela di reazione 
composta da: un substrato, costituito da acido poligalatturonico 0.5% (PGA) in tampone di 
sodio acetato 0.1M pH 4.6; la poligalatturonasi (PG) in quantità pari a 0,011 RU e i campioni 
contenenti la PGIP. 
Tale miscela viene incubata a 30°C per 1 ora e successivamente bloccata aggiungendo 600 μl 
del reattivo A (NaCl 0,68 M, Na2SO4 anidro 1,97 M, Tampone Acetato 2 M pH 5,1 e CuSO4 
0,32M). 
Parallelamente si effettua la preparazione di uno standard per il calcolo delle unità riducenti 
contenente concentrazioni note di acido galatturonico (20 mg e 40 mg). Anche queste soluzioni 
sono trattate con il reattivo A. Successivamente tutti i campioni vengono bolliti per 10 minuti e 
poi raffreddati in ghiaccio. Quindi si aggiungono 400 μl del reattivo B (MoNH4 0,04 M, H2SO4 
concentrato 21 ml, Na2HASO4*7H2O 0,38 M) e 4 ml di acqua. 
La successiva lettura allo spettrofotometro dell’assorbanza a 600 nm (lunghezza d’onda a cui si 
ha la massima assorbanza del molibdeno quando interagisce con il substrato), permette di 
calcolare l’unità di attività inibitoria di una data PGIP che inibisce del 50% l’attività della PG 
(Milner e Avigad, 1967). 
 
Tutte le PG (fungine e di insetto) utilizzate nei diversi saggi, sono state fornite dal gruppo del 
Prof. Felice Cervone del Dipartimento di Biologia Vegetale dell’Università “La Sapienza” di 
Roma e dal Prof. Francesco Favaron dell’Istituto di Patologia Vegetale dell’Università degli 
Studi di Padova. 
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3. RISULTATI 
 
3.1 ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DEI GENI Pgip IN RISO E 
FRUMENTO 
3.1.1 ANALISI IN SILICO DEI GENI Pgip DI RISO 
 
Per identificare i geni Pgip di riso è stata effettuata un’analisi blast nelle banche dati “TIGR” 
(http://www.tigrblast.tigr.org/tgi/) e nell’ NCBI (International Nucleotide Sequenze Database) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizzando come sequenza di ricerca, la regione codificante 
delle Pgip di Arabidopsis, fagiolo, pero, soia, vite e pomodoro. 
Dall’ esecuzione della ricerca suddetta, sono risultate quattro differenti sequenze, localizzate sul 
clone BAC P0668H12 (numero di accessione AC084818) e due addizionali sequenze, OsFOR1 
(Jang et al. 2003) e LOC_Os09g31450, localizzate su una differente regione genomica di riso, 
che presentano una leggera divergenza di sequenza dagli altri quattro geni (Fig. 1). In 
particolare, LOC_Os09g31450 presenta 11 codoni che codificano per il corrispondente numero 
di residui di cisteina, e questo numero differisce da quello riscontrato nei geni Pgip fino ad ora 
caratterizzati (De Lorenzo et al., 2001). Sulla base degli allineamenti delle sequenze relative alle 
proteine dedotte, sono stati ottenuti gli alberi filogenetici sia con il metodo UPGMA e 
Neighbor-Joining. Come si può osservare nella figura 2 l’OsFOR1 e LOC_Os09g31450 
formano un cluster separato dalle altre PGIP di riso. 
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BACOsJPGIP1  SSLDLSH NMLYGGVPAQVAGLSSL 
BACOsJPGIP2  YYV.V.. .AIR..I…A  AN.TN. 
BACOsJPGIP3  NF..V.. .SI..SI...M.NMTDM 
BACOsJPGIP4  .F..V.. .AIR..I.....N..N. 
09g31450     RY..... .RIT.K.AKSLMDVRL 
OsFOR 1      TY..... .RIR.T..RSL.A..T.  
BACOsJPGIP1  QDFNVSY NRLCGELPAG 
BACOsJPGIP2  .T..... DKM..AV.. 
BACOsJPGIP3  QLL.... .....VV.T.GN 
BACOsJPGIP4  .LL.... ..M...V.T.GN 
09g31450     EHL...D .E....I.. .RF 
OsFOR 1      .TLDL.. .....P..RL  
D 
BACOsJPGIP1  AARFDQYSFFHNKCLCGPPLPTPCN 
BACOsJPGIP2  MP...A.CYQ.......A..A.A.RRR 
BACOsJPGIP3  MPS..A.C.Q.......A.. SH.TH 
BACOsJPGIP4  M....A.C.Q.......AP. AA.H 
09g31450     M.AHGADCYAR.R....A...PC.DGGL 
OsFOR 1      HGVIRHGCKPYEHNQ.AGGA.LGGCHQS 
A 
BACOsJPGIP1       MRAMVVVL     VLAAAGAAA 
BACOsJPGIP2       .DVKLLL.LLLS ..LLSA.SMA 
BACOsJPGIP3       .ARA..L.LLA  .A.LSCTS.A 
BACOsJPGIP4       .VRAIGP.LLLAH..VFVV SIAAAA 
LOC_09g31450      .ANAT..ASSWIPL.CLVVVVLSACTAVSS 
AF466357osfor1    .ASTASFMLAVLLAVAV.A.P.RA  
B 
BACOsJPGIP1      ATTKKKECNAGDKAALLAIKKALGDPYH FASWTP DNLCCEWYD VTCDDTTD        RV 
BACOsJPGIP2  KDDDEQQQ.VQ.HED.E......DD...N..N L....R NTS..D... .D..QDSG        .. 
BACOsJPGIP3        ASGPS.H.D.S.....V.A.F NNAS .EY... EFP..D..G .D.G.DYLPS    DD.. 
BACOsJPGIP4      .PVRRPR.D...R.....V.A.F NNASY.Q.... .IA..H..G .D.GGDDYDYDPTDGD.. 
LOC_09g31450         AV...GD.R....RV.AQ....VR LS..R. STN..A.EPA.F.SGEPG        .. 
AF466357osfor1        VR.PPS..Q..MRV.QS..N.AT LST.SLASAD....DH .R.. EAG        ..  
C             xxLxLxx 
 
BACOsJPGIP1   VGLSVFQDANLTGTIPDA VAGLTHL 
BACOsJPGIP2  .S......T....A.... I.N.... 
BACOsJPGIP3   IN.AITR.D.I.....GDAI....R. 
BACOsJPGIP4   LS.AIIR.D.V..GI.GDAI.R..R. 
09g31450      T..AL.SL.GVAAPV.P. LGE..G. 
OsFOR 1       NNVFIDGANDVR.Q..S. .....A.  
BACOsJPGIP1   RTLTWHHLPQISGPIPPA IAKLNRL 
BACOsJPGIP2   ...LL....SL.....DS ..A.TD. 
BACOsJPGIP3   .YI.FFKV.G.T....A. L.NISG. 
BACOsJPGIP4   QE.MFFKV.GVT....A. L.T.TA. 
09g31450      AV.QIASVRGM......S F.N.SL. 
OsFOR 1       MS.SLFR..GL.....AC LTA.SN.  
BACOsJPGIP1   SLLIISWTA VSGPVPSF LGGLKSL 
BACOsJPGIP2   TH.T..... ........ .AN.T.. 
BACOsJPGIP3   RV.T..H.. ....I... I.DKFTDL  
BACOsJPGIP4   RE.T..R.. L..SI... I.DKFTAL 
09g31450      EDLD.TG.S I.....AS YLAGATNL 
OsFOR 1       QF.T..H.N ...VI.DS .ARIRS.  
BACOsJPGIP1   TLLDLSF NSLTGAIPPS LAAL PFL 
BACOsJPGIP2   .M..... .....L.... .... TN. 
BACOsJPGIP3   GI..... ........A. ..KP .K. 
BACOsJPGIP4   QS..... ........A. ..KP .K. 
09g31450      RT.VIAD SR.A.P.... ..GDH.N. 
OsFOR 1       DSV...H .....P..N. FSD. .N.  
BACOsJPGIP1   SGIDISR NRLTGPLPPA LFSKLNTTQQGG 
BACOsJPGIP2   .A.NL.. ...S..I..G ...N.QLQDDDDE 
BACOsJPGIP3   NS..L.. .....SI.RL .L..AGQQ 
BACOsJPGIP4   IS..L.. .QL..SI.RL .L..AGQQ 
09g31450      RYL.L.G .F...AI..G .VHGSF 
OsFOR 1       RSL.LRS .K...CI.AG .VQGQF  
BACOsJPGIP1   AYLRLSR NNLTGGIPAEYGGVA F 
BACOsJPGIP2   V.....H ...S.SV..DLLAA.NL 
BACOsJPGIP3  .F.TM.H .....R....F.A. N. 
BACOsJPGIP4  .F.T..H ...S.R...AF.A. N. 
09g31450      RF.I..H .Q...E..RC..D. 
OsFOR 1       RS.I..Y .Q...P..RDDAQDEI  
BACOsJPGIP1   ------- ----------------- 
BACOsJPGIP2   ALVDLSR NALTGDASAV FRRA 
BACOsJPGIP3   VQIDLSR NQLTGDASML FGSGKKEL 
BACOsJPGIP4   VQIDLSR NQLTGDASML FGSGKKEL 
09g31450      DTVDLSH NRLTGDPSPHLFGIAAPA 
OsFOR 1       NTVDLSH NRLTGDASFL FAAGRPI  
BACOsJPGIP1   EVMDLSR NALS  FDMTGLRL QEGV 
BACOsJPGIP2   RYV.... .GFV  .N.S.VEF A.ET 
BACOsJPGIP3   VSAY... ....  .N.SQ.Q. P.EL 
BACOsJPGIP4   GSVY... ....  ...SE... P.RL 
09g31450      AKI...W .E.A  .....V.F PHHL 
OsFOR 1       GKV...W .D.D  ..LSK.VF PPEL 
 
Figura 1 Confronto proteico tra le 4 BACOsJPGIP e le due sequenze simili identificate 
in banca dati. 
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Figura 2 A)Dendogramma UPGMA, B)Neighbor-Joining tra le sequenze proteiche dedotte dai 
geni trovati dal BLAST nella banca dati EST di riso. 
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3.1.2 ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DEI GENI Pgip E Pgip “like” 
DI RISO 
 
L’isolamento dei geni Pgip è stato limitato ai quattro geni presenti sul BAC P0668H12, dato 
che l’OsFOR1 era stato già caratterizzato (Jang et al. 2003), e dato che la sequenza 
LOC_Os09g31450 presenta alcune caratteristiche diverse dalle PGIP canoniche (es. elevato 
numero di cisteine). 
I geni PGIP sono stati isolati dalla cultivar Roma e sono stati chiamati Ospgip1, Ospgip2, 
Ospgip3, Ospgip4, ciascuno contenente una open reading frame (ORF) rispettivamente di 927, 
1026, 1017 e 1047 bp ciascuno (Fig. 3; Tab. 1). 
Questi geni sono identici a quelli identificati dalla ricerca in blast nella banca dati di riso, tranne 
che per il gene Ospgip2 che mostra due sostituzioni non sinonime (Fig. 4-5). 
Le proteine dedotte OsPGIP1, OsPGIP2, OsPGIP3 e OsPGIP4 hanno rispettivamente una 
lunghezza di 309, 342, 339, 349 amminoacidi e presentano un peptide segnale e un dominio 
LRR fiancheggiato da una regione C- e N- terminale (Fig. 6, Tab. 1). Il peptide segnale 
individuato tramite l’utilizzo del programma SignalP (www.expasy.it) è lungo 17 amminoacidi 
per l’ OsPGIP1, 22 per l’OsPGIP2, 21 per l’OsPGIP3 e 25 per l’OsPGIP4 (Fig. 7 e Tab. 1). Il 
peptide segnale è responsabile della localizzazione sub cellulare ed utilizzando il programma 
PSORT (www.expasy.it) è stato possibile predire che le 4 OsPGIP sono dirette nell’apoplasto 
(Tab. 1). 
Le OsPGIP2, OsPGIP3 e OsPGIP4 contengono 10 moduli LRR, mentre l’OsPGIP1 ne contiene 
solo 9 dato che manca del 7 modulo LRR. La sequenza consenso dei 4 geni è identica a quella 
dei geni eLRR (Jones and Jones, 1997) (xxL(D/N)LSxNx-LxGxIPxxLxxLxxL). 
Differenze aggiuntive tra le OsPGIP risiedono nel numero di cisteine e nei predetti siti di 
glicosilazione. Oltre agli 8 residui di cisteina conservati l’OsPGIP2, l’ OsPGIP3, l’OsPGIP4 
contengono una cisterna extra in posizione C-terminale (Fig. 6; Tab. 1). 
I potenziali siti di glicosilazione predetti, sono rispettivamente 4, 10, 7 e 5 per la OsPGIP1, 
OsPGIP2, OsPGIP3, OsPGIP4. Solo 3 di questi potenziali siti sono in posizioni corrispondenti 
nelle 4 OsPGIP (Fig. 8; Tab. 1). 
L’OsPGIP1, OsPGIP2, OsPGIP3 , OsPGIP4, hanno rispettivamente un pI calcolato di 6,6, 4,6, 
5,7 e 7,8 (Tab. 1). Questi valori ad eccezione della OsPGIP4 sono più bassi di quelli osservati 
per le dicotiledoni che presentano un valore di pI che oscilla tra 8 e 9. 
Il confronto tra le sequenze amminoacidiche dedotte dai 4 geni Ospgip, mostra che esse si 
raggruppano due a due: l’OsPGIP1/OsPGIP2 con il 59% di similarità proteica e 
l’OsPGIP3/OsPGIP4 con il 79%, ed i due mostrano tra loro il 55% di similarità (Fig. 1). 
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Figura Sequenza amminoacidica dedotta e 
corrispondente nucleotidica dell’OsPGIP1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ospgip2 
1   ATGGATGTGAAGCTCCTGCTGCTGCTGCTGCTGTCCGTCCTCCTCCTGTCTGCTGCCTCC 
1    M  D  V  K  L  L  L  L  L  L  L  S  V  L  L  L  S  A  A  S   
 
61  ATGGCCAAGGACGACGATGAGCAGCAGCAGAAGGTGCAATGCCATGAGGACGACGAGGCG 
21   M  A  K  D  D  D  E  Q  Q  Q  K  V  Q  C  H  E  D  D  E  A   
 
121 GCGCTTCTGGCCATCGACGACGCCCTCGGGAACCCCTACAATTTGGCGTCGTGGACGCGC 
41   A  L  L  A  I  D  D  A  L  G  N  P  Y  N  L  A  S  W  T  R   
 
181 AACACCTCCTGCTGCGACTGGTACGACGTGGACTGCGACCAGGACTCTGGCCGCGTCGTC 
61   N  T  S  C  C  D  W  Y  D  V  D  C  D  Q  D  S  G  R  V  V   
 
241 TCCCTCTCCGTCTTCCAGGACACCAACCTCACCGGCGCCATCCCCGACGCCATCGCCAAC 
81   S  L  S  V  F  Q  D  T  N  L  T  G  A  I  P  D  A  I  A  N   
 
301 CTCACCCACCTCCGCACCCTCCTCCTCCACCACCTCCCCAGCCTCTCCGGCCCCATCCCC 
101  L  T  H  L  R  T  L  L  L  H  H  L  P  S  L  S  G  P  I  P   
 
361 GACTCCCTCGCCGCCCTCACCGACCTCACCCACCTCACCATCTCCTGGACCGCCGTCTCC 
121  D  S  L  A  A  L  T  D  L  T  H  L  T  I  S  W  T  A  V  S   
 
421 GGCCCCGTCCCCTCCTTCCTCGCCAACCTCACCTCCCTCACCATGCTCGATCTCTCCTTC 
141  G  P  V  P  S  F  L  A  N  L  T  S  L  T  M  L  D  L  S  F   
 
481 AACTCCCTCACCGGCCTCATCCCGCCCTCCCTCGCCGCCCTCACCAATCTCTCCGCCATC 
161  N  S  L  T  G  L  I  P  P  S  L  A  A  L  T  N  L  S  A  I   
 
541 AACCTCAGCCGCAACCGCCTCTCCGGCCCCATCCCGCCGGGCCTCTTCTCCAACCTGCAG 
181  N  L  S  R  N  R  L  S  G  P  I  P  P  G  L  F  S  N  L  Q   
 
601 CTGCAGGACGACGACGACGAGGTGTACCTCCGGCTGTCGCACAACAACCTGTCCGGGAGC 
201  L  Q  D  D  D  D  E  V  Y  L  R  L  S  H  N  N  L  S  G  S   
 
661 GTCCCGGCGGACCTGCTGGCGGCGGCGAACCTGGCGCTGGTGGACCTGTCGCGGAACGCG 
221  V  P  A  D  L  L  A  A  A  N  L  A  L  V  D  L  S  R  N  A   
 
721 CTGACCGGCGACGCGTCGGCGGTGTTCCGGCGGGCAAGGTACGTGGACCTGTCGCGAAAC 
241  L  T  G  D  A  S  A  V  F  R  R  A  R  Y  V  D  L  S  R  N   
 
781 GGCTTCGTCTTCAACATGTCCGGCGTGGAGTTCGCGGAGGAGACGTACTACGTGGACGTG 
261  G  F  V  F  N  M  S  G  V  E  F  A  E  E  T  Y  Y  V  D  V   
 
841 AGCCACAACGCCATCCGCGGGGGGATCCCGGCGCAGGCGGCCAACCTCACCAACCTGCAG 
281  S  H  N  A  I  R  G  G  I  P  A  Q  A  A  N  L  T  N  L  Q   
 
901 ACGTTCAACGTCAGCTACGACAAGATGTGCGGCGCGGTGCCCGCCATGCCCAGGTTCGAC 
301  T  F  N  V  S  Y  D  K  M  C  G  A  V  P  A  M  P  R  F  D   
 
961 GCCTACTGCTACCAACACAACAAATGCCTCTGCGGCGCTCCCCTCGCCACCGCCTGCCGT 
321  A  Y  C  Y  Q  H  N  K  C  L  C  G  A  P  L  A  T  A  C  R   
 
1021CGTCGATAA 
341  R  R   
Ospgip1 
1   ATGCGCGCCATGGTCGTCGTTCTTGTGCTCGCCGCGGCCGGCGCCGCCGCTGCCACCACG 
1    M  R  A  M  V  V  V  L  V  L  A  A  A  G  A  A  A  A  T  T   
 
61  AAGAAGAAGGAGTGCAACGCCGGCGACAAGGCCGCACTGCTGGCCATCAAGAAGGCCCTC 
21   K  K  K  E  C  N  A  G  D  K  A  A  L  L  A  I  K  K  A  L   
 
121 GGCGACCCCTACCACTTCGCCTCCTGGACGCCCGACAACCTCTGCTGCGAATGGTACGAC 
41   G  D  P  Y  H  F  A  S  W  T  P  D  N  L C  C  E  W Y  D   
 
181 GTCACCTGCGACGACACCACCGACCGCGTCGTCGGCCTCTCCGTCTTCCAGGACGCCAAC 
61   V  T  C  D  D  T  T  D  R  V  V  G  L  S  V  F  Q  D  A  N   
 
241 CTCACCGGCACCATCCCCGACGCCGTCGCCGGCCTCACCCACCTCCGCACCCTCACGTGG 
81   L  T  G  T  I  P  D  A  V  A  G  L  T  H  L  R  T  L  T  W   
 
301 CACCACCTCCCCCAGATCTCCGGCCCCATCCCGCCGGCGATCGCCAAGCTCAACCGCCTC 
101  H  H  L  P  Q  I  S  G  P  I  P  P  A  I  A  K  L  N  R  L   
 
361 TCCCTCCTCATCATCTCCTGGACCGCCGTCTCCGGCCCCGTCCCCTCCTTCCTCGGCGGG 
121  S  L  L  I  I  S  W  T  A  V  S  G  P  V  P  S  F  L  G  G   
 
421 CTCAAGAGCCTCACCCTCCTCGATCTCTCCTTCAACTCCCTCACCGGCGCCATCCCGCCG 
141  L  K  S  L  T  L  L  D  L  S  F  N  S  L  T  G  A  I  P  P   
 
481 TCGCTCGCCGCCCTCCCCTTCCTCAGCGGCATCGACATCAGCCGCAACCGCCTCACCGGC 
161  S  L  A  A  L  P  F  L  S  G  I  D  I  S  R  N  R  L  T  G   
 
541 CCCCTGCCGCCGGCGCTCTTCAGCAAGCTCAACACCACGCAGCAGGGCGGCGCCTACCTG 
181  P  L  P  P  A  L  F  S  K  L  N  T  T  Q  Q  G  G  A  Y  L   
 
601 AGGCTGTCGCGGAACAACCTCACCGGCGGCATCCCGGCCGAGTACGGCGGCGTGGCGTTC 
201  R  L  S  R  N  N  L  T  G  G  I  P  A  E  Y  G  G  V  A  F   
 
661 GAGGTGATGGACCTGTCGCGCAACGCGCTGAGCTTCGACATGACCGGGCTGCGGCTGCAG 
221  E  V  M  D  L  S  R  N  A  L  S  F  D  M  T  G  L  R  L  Q   
 
721 GAAGGGGTGAGCTCGCTGGACCTCAGCCACAACATGCTGTACGGCGGCGTGCCGGCGCAG 
241  E  G  V  S  S  L  D  L  S  H  N  M  L  Y  G  G  V  P  A  Q   
 
781 GTGGCCGGGCTGAGCAGCCTGCAGGACTTCAACGTCAGCTACAACCGCCTCTGCGGCGAG 
261  V  A  G  L  S  S  L  Q  D  F  N  V  S  Y  N  R  L  C  G  E   
 
841 CTGCCCGCCGGCGCCGCGAGGTTCGATCAGTACTCCTTCTTCCACAACAAGTGCCTCTGC 
281  L  P  A  G  A  A  R  F  D  Q  Y  S  F  F  H  N  K  C  L  C   
 
901 GGACCGCCGCTCCCTACTCCCTGCAATTAA 
301  G  P  P  L  P  T  P  C  N   
 
Ospgip3cd 
1    ATGGCGCGCGCCGTCGTCCTGCTCCTGCTGGCGGTGGCGGCGTTGAGCTGCACTAGTGCG 
1     M  A  R  A  V  V  L  L  L  L  A  V  A  A  L  S  C  T  S  A   
 
61   GCGGCGTCGGGGCCGAGCTGCCACGCCGACGACAGCGCCGCTCTGCTGGCCGTGAAGGCG 
21    A  A  S  G  P  S  C  H  A  D  D  S  A  A  L  L  A  V  K  A   
 
121  GCCTTCAACAACGCCTCCTTCGAGTACTGGACGCCCGAATTCCCCTGCTGCGACTGGTAC 
41    A  F  N  N  A  S  F  E  Y  W  T  P  E  F  P  C  C  D  W  Y   
 
181  GGCGTCGACTGCGGCGACGACTACCTCCCCTCCGACGACCGCGTCATCAACCTCGCCATC 
61    G  V  D  C  G  D  D  Y  L  P  S  D  D  R  V  I  N  L  A  I   
 
241  ACACGCGACGACAACATCACCGGCACCATCCCCGGCGACGCCATCGCCGGCCTCACCCGC 
81    T  R  D  D  N  I  T  G  T  I  P  G  D  A  I  A  G  L  T  R   
 
301  CTCCGGTACATCACCTTCTTCAAGGTCCCAGGCATCACGGGCCCCATCCCCGCCGCGCTC 
101   L  R  Y  I  T  F  F  K  V  P  G  I  T  G  P  I  P  A  A  L   
 
361  GCCAACATCTCCGGCCTCAGGGTGCTCACCATCTCCCACACCGCCGTCTCCGGCCCCATC 
121   A  N  I  S  G  L  R  V  L  T  I  S  H  T  A  V  S  G  P  I   
 
421  CCGTCCTTCATCGGCGACAAGTTCACCGACCTCGGAATCCTCGATCTCTCCTTCAACTCG 
141   P  S  F  I  G  D  K  F  T  D  L  G  I  L  D  L  S  F  N  S   
 
481  CTCACCGGCGCCATCCCGGCGAGCCTCGCCAAGCCCCCGAAGCTGAACTCCATCGACCTC 
161   L  T  G  A  I  P  A  S  L  A  K  P  P  K  L  N  S  I  D  L   
 
541  AGCCGCAACCGCCTCACCGGGAGCATCCCGCGGCTGCTGCTGAGCAAGGCCGGGCAGCAA 
181   S  R  N  R  L  T  G  S  I  P  R  L  L  L  S  K  A  G  Q  Q   
 
601  GCGTTCCTGACGATGTCCCACAACAACCTGACGGGGAGGATCCCGGCGGAGTTCGGCGCC 
201   A  F  L  T  M  S  H  N  N  L  T  G  R  I  P  A  E  F  G  A   
 
661  GTCAACTTCGTGCAGATCGACCTGTCGCGCAACCAGCTCACCGGCGACGCGTCGATGCTG 
221   V  N  F  V  Q  I  D  L  S  R  N  Q  L  T  G  D  A  S  M  L   
 
721  TTCGGGTCGGGGAAGAAGGAGCTCGTCAGCGCGTACCTGTCGCGCAACGCGCTGAGCTTC 
241   F  G  S  G  K  K  E  L  V  S  A  Y  L  S  R  N  A  L  S  F   
 
781  AACATGTCGCAGCTGCAGCTGCCGGAAGAGCTGAATTTCCTGGACGTGAGCCACAACTCC 
261   N  M  S  Q  L  Q  L  P  E  E  L  N  F  L  D  V  S  H  N  S   
 
841  ATCTACGGCAGCATCCCGGCGCAGATGGCCAACATGACGGACATGCAGCTGCTCAACGTC 
281   I  Y  G  S  I  P  A  Q  M  A  N  M  T  D  M  Q  L  L  N  V   
 
901  AGCTACAACAGGCTCTGCGGCGTGGTGCCCACCGGCGGCAACATGCCCAGCTTCGATGCC 
301   S  Y  N  R  L  C  G  V  V  P  T  G  G  N  M  P  S  F  D  A   
 
961  TACTGCTTCCAGCACAACAAGTGCCTCTGCGGCGCGCCGCTTTCTCACTGCACCCATTGA 
321   Y  C  F  Q  H  N  K  C  L  C  G  A  P  L  S  H  C  T  H   
Ospgip4cd 
1    ATGGTGCGCGCCATCGGGCCCCTGCTCCTGCTCGCCCACGTGCTCGTGTTCGTGGTGTCC 
1     M  V  R  A  I  G  P  L  L  L  L  A  H  V  L  V  F  V  V  S   
 
61   ATTGCGGCGGCGGCGGCGCCCGTGCGACGGCCACGCTGCGACGCCGGCGACCGCGCCGCG 
21    I  A  A  A  A  A  P  V  R  R  P  R  C  D  A  G  D  R  A  A   
 
121  CTACTCGCCGTGAAGGCGGCCTTCAACAACGCGTCCTACTTCCAGTCCTGGACGCCCGAC 
41    L  L  A  V  K  A  A  F  N  N  A  S  Y  F  Q  S  W  T  P  D   
 
181  ATCGCCTGCTGCCACTGGTACGGCGTCGACTGCGGCGGCGACGACTACGACTACGACCCC 
61    I  A  C  C  H  W  Y  G  V  D  C  G  G  D  D  Y  D  Y  D  P   
 
241  ACCGACGGCGACCGCGTCCTCAGCCTCGCCATCATACGCGATGACAACGTCACCGGCGGC 
81    T  D  G  D  R  V  L  S  L  A  I  I  R  D  D  N  V  T  G  G   
 
301  ATACCAGGCGACGCCATCGCCCGCCTCACCCGCCTCCAGGAGCTCATGTTCTTCAAGGTC 
101   I  P  G  D  A  I  A  R  L  T  R  L  Q  E  L  M  F  F  K  V   
 
361  CCCGGCGTCACCGGCCCCATCCCCGCCGCGCTCGCCACGCTCACCGCCCTCAGGGAGCTC 
121   P  G  V  T  G  P  I  P  A  A  L  A  T  L  T  A  L  R  E  L   
 
421  ACCATCTCCCGCACCGCCCTCTCCGGCTCCATCCCTTCCTTCATCGGCGACAAGTTCACC 
141   T  I  S  R  T  A  L  S  G  S  I  P  S  F  I  G  D  K  F  T   
 
481  GCGCTCCAGTCTCTCGACCTCTCCTTCAACTCGCTCACCGGCGCCATCCCGGCGAGCCTC 
161   A  L  Q  S  L  D  L  S  F  N  S  L  T  G  A  I  P  A  S  L   
 
541  GCCAAGCCCCCGAAGCTCATCTCCATCGACCTCAGCCGCAACCAGCTCACCGGGAGCATC 
181   A  K  P  P  K  L  I  S  I  D  L  S  R  N  Q  L  T  G  S  I   
 
601  CCGCGGCTGCTGCTGAGCAAGGCCGGGCAGCAAGCGTTCCTGACGCTGTCACACAACAAC 
201   P  R  L  L  L  S  K  A  G  Q  Q  A  F  L  T  L  S  H  N  N   
 
661  CTGTCCGGGAGGATCCCGGCGGCGTTCGGCGCCGTCAACTTCGTGCAGATCGACCTGTCG 
221   L  S  G  R  I  P  A  A  F  G  A  V  N  F  V  Q  I  D  L  S   
 
721  CGAAACCAGCTCACCGGCGACGCGTCGATGCTGTTCGGGTCGGGGAAGAAGGAGCTCGGC 
241   R  N  Q  L  T  G  D  A  S  M  L  F  G  S  G  K  K  E  L  G   
 
781  AGCGTCTACCTGTCGCGCAACGCGCTGAGCTTCGACATGTCGGAGCTGCGGCTGCCGGAG 
261   S  V  Y  L  S  R  N  A  L  S  F  D  M  S  E  L  R  L  P  E   
 
841  CGGCTGAGCTTCCTGGACGTGAGCCACAACGCCATCCGCGGCGGCATCCCGGCGCAGGTG 
281   R  L  S  F  L  D  V  S  H  N  A  I  R  G  G  I  P  A  Q  V   
 
901  GCGAATCTGAGCAACCTGCAGCTGCTCAACGTCAGCTACAACAGGATGTGCGGCGAGGTG 
301   A  N  L  S  N  L  Q  L  L  N  V  S  Y  N  R  M  C  G  E  V   
 
961  CCCACCGGCGGCAACATGGCGAGGTTCGACGCCTACTGCTTCCAGCACAACAAGTGCCTC 
321   P  T  G  G  N  M  A  R  F  D  A  Y  C  F  Q  H  N  K  C  L   
 
1021 TGCGGTGCGCCGCTCGCCGCCTGCCATTGA 
341   C  G  A  P  L  A  A  C  H   
Figura 3 Sequenza amminoacidica dedotta 
e corrispondente nucleotidica dell’Ospgip1, 
Ospgip2, Ospgip3 e Ospgip4 isolati da 
Oryza Sativa cv. Roma. 
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Tabella 1 Caratteristiche a confronto tra le 4 OsPGIP di riso. 
 
Lunghezza 
della 
regione 
codificante
(bp) 
Proteina 
tot. 
(num.aa) 
Lunghezza 
peptide 
segnale 
PM della 
proteina 
completa  
(KDa) 
PM della 
proteina 
matura  
(KDa) 
pI Della 
proteina 
matura 
Numero di 
cisteine 
Numero 
potenziali 
siti di 
glicosilazio
ne  
(NxS/T) 
Probabili
tà (%) di 
localizza
zione 
cellulare
OsPGIP1 927 309 17 32,716 31,122 6,64 8 4 
Parete 
cell.82%
Vacuolo 
37% 
OsPGIP2 1026 342 20 36,952 34,847 4,66 9 10 
Parete 
cell.82%
RE 
(Membra
na) 10%
OsPGIP3 1017 339 22 36,079 36,097 5,73 10 7 
Parete 
cell.82%
Vacuolo 
82% 
OsPGIP4 1047 339 25 37,161 34,655 7,79 9 5 
Parete 
cell. 
82%; 
Vacuolo 
36% 
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FILE: Multiple_Sequence_Alignment 
PROJECT: 
NUMBER: 2 
MAXLENGTH: 1029 
NAMES: Ospgip2cd BACOsJpgip2_seq 
MAXNAMELEN: 15 
ORIGIN 
Ospgip2cd       ATGGATGTGAAGCTCCTGCTGCTGCTGCTGCTGTCCGTCCTCCTCCTGTCTGCTGCCTCC     60 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------     60 
 
Ospgip2cd       ATGGCCAAGGACGACGATGAGCAGCAGCAGAAGGTGCAATGCCATGAGGACGACGAGGCG    120 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    120 
 
Ospgip2cd       GCGCTTCTGGCCATCGACGACGCCCTCGGGAACCCCTACAATTTGGCGTCGTGGACGCGC    180 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    180 
 
Ospgip2cd       AACACCTCCTGCTGCGACTGGTACGACGTGGACTGCGACCAGGACTCTGGCCGCGTCGTC    240 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    240 
 
Ospgip2cd       TCCCTCTCCGTCTTCCAGGACACCAACCTCACCGGCGCCATCCCCGACGCCATCGCCAAC    300 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    300 
 
Ospgip2cd       CTCACCCACCTCCGCACCCTCCTCCTCCACCACCTCCCCAGCCTCTCCGGCCCCATCCCC    360 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    360 
 
Ospgip2cd       GACTCCCTCGCCGCCCTCACCGACCTCACCCACCTCACCATCTCCTGGACCGCCGTCTCC    420 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    420 
 
Ospgip2cd       GGCCCCGTCCCCTCCTTCCTCGCCAACCTCACCTCCCTCACCATGCTCGATCTCTCCTTC    480 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    480 
 
Ospgip2cd       AACTCCCTCACCGGCCTCATCCCGCCCTCCCTCGCCGCCCTCACCAATCTCTCCGCCATC    540 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    540 
 
Ospgip2cd       AACCTCAGCCGCAACCGCCTCTCCGGCCCCATCCCGCCGGGCCTCTTCTCCAACCTGCAG    600 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    600 
 
Ospgip2cd       CTGCAGGACGACGACGACGAGGTGTACCTCCGGCTGTCGCACAACAACCTGTCCGGGAGC    660 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    660 
 
Ospgip2cd       GTCCCGGCGGACCTGCTGGCGGCGGCGAACCTGGCGCTGGTGGACCTGTCGCGGAACGCG    720 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    720 
 
Ospgip2cd       CTGACCGGCGACGCGTCGGCGGTGTTCCGGCGGGCAAGGTACGTGGACCTGTCGCGAAAC    780 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    780 
 
Ospgip2cd       GGCTTCGTCTTCAACATGTCCGGCGTGGAGTTCGCGGAGGAGACGTACTACGTGGACGTG    840 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------    840 
 
Ospgip2cd       AGCCACAACGCCATCCGCGGGGGGATCCCGGCGCAGGCGGCCAACCTCACCAACCTGCAG    900 
BACOsJpgip2_seq -------------------------------------t----------------------    900 
 
Ospgip2cd       ACGTTCAACGTCAGCTACGACAAGATGTGCGGCGCGGTGCCCGCCATGCCCAGGTTCGAC    960 
BACOsJpgip2_seq ------------------a-----------------------------------------    960 
 
Ospgip2cd       GCCTACTGCTACCAACACAACAAATGCCTCTGCGGCGCTCCCCTCGCCACCGCCTGCCGT   1020 
BACOsJpgip2_seq ------------------------------------------------------------   1020 
 
Ospgip2cd       CGTCGATAA                                                      1029 
BACOsJpgip2_seq ------...                                                      1026 
 
Figura 4 Allineamento tra le sequenze nucleotidiche dell’ Ospgip2 isolata dalla cultivar Roma 
riportata in banca dati. Le sequenze differiscono per due mutazioni puntiformi (in grigio). 
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FILE: Multiple_Sequence_Alignment 
PROJECT: 
NUMBER: 2 
MAXLENGTH: 342 
NAMES: Ospgip2p BACOsJPGIP2 
MAXNAMELEN: 11 
ORIGIN 
Ospgip2p    MDVKLLLLLLLSVLLLSAASMAKDDDEQQQKVQCHEDDEA     40 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------     40 
 
Ospgip2p    ALLAIDDALGNPYNLASWTRNTSCCDWYDVDCDQDSGRVV     80 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------     80 
 
Ospgip2p    SLSVFQDTNLTGAIPDAIANLTHLRTLLLHHLPSLSGPIP    120 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------    120 
 
Ospgip2p    DSLAALTDLTHLTISWTAVSGPVPSFLANLTSLTMLDLSF    160 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------    160 
 
Ospgip2p    NSLTGLIPPSLAALTNLSAINLSRNRLSGPIPPGLFSNLQ    200 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------    200 
 
Ospgip2p    LQDDDDEVYLRLSHNNLSGSVPADLLAAANLALVDLSRNA    240 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------    240 
 
Ospgip2p    LTGDASAVFRRARYVDLSRNGFVFNMSGVEFAEETYYVDV    280 
BACOsJPGIP2 ----------------------------------------    280 
 
Ospgip2p    SHNAIRGGIPAQAANLTNLQTFNVSYDKMCGAVPAMPRFD    320 
BACOsJPGIP2 ------------V-------------N-------------    320 
 
Ospgip2p    AYCYQHNKCLCGAPLATACRRR                      342 
BACOsJPGIP2 ----------------------                      342 
 
Figura 5 Allineamento della sequenze amminoacidiche dedotte tra le sequenze dell’ OsPGIP2 
clonata e quella riportata in banca dati. In grigio sono evidenziate le due sostituzioni non 
sinonime. 
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A 
OsPGIP1  MRAMVVVL     VLAAAGAAA 
OsPGIP2  .DVKLLL.LLLS ..LLSA.SMA 
OsPGIP3  .ARA..L.LLA  .A.LSCTS.A 
OsPGIP4  .VRAIGP.LLLAH..VFVV SIAAAA 
 
B 
OsPGIP1      ATTKKKECNAGDKAALLAIKKALGDPYH FASWTPDNLCCEWYDVTCDDTTD        RV 
OsPGIP2  KDDDEQQQ.VQ.HED.E......DD...N..N L....RNTS..D....D..QDSG        .. 
OsPGIP3        ASGPS.H.D.S.....V.A.F NNAS .EY...EFP..D..G.D.G.DYLPS    DD.. 
OsPGIP4      .PVRRPR.D...R.....V.A.F NNASY.Q.....IA..H..G.D.GGDDYDYDPTDGD.. 
 
C        xxLxLxx 
 
OsPGIP1  VGLSVFQDANLTGTIPDA VAGLTHL 
OsPGIP2  .S......T....A.... I.N.... 
OsPGIP3  IN.AITR.D.I.....GDAI....R. 
OsPGIP4  LS.AIIR.D.V..GI.GDAI.R..R. 
 
OsPGIP1  RTLTWHHLPQISGPIPPA IAKLNRL 
OsPGIP2  ...LL....SL.....DS ..A.TD. 
OsPGIP3  .YI.FFKV.G.T....A. L.NISG.            
OsPGIP4  QE.MFFKV.GVT....A. L.T.TA. 
 
OsPGIP1  SLLIISWTA VSGPVPSF LGGLKSL 
OsPGIP2  TH.T..... ........ .AN.T.. 
OsPGIP3  RV.T..H.. ....I... I.DKFTDL             
OsPGIP4  RE.T..R.. L..SI... I.DKFTAL 
 
OsPGIP1  TLLDLSF NSLTGAIPPS LAALPFL 
OsPGIP2  .M..... .....L.... ....TN. 
OsPGIP3  GI..... ........A. ..KP.K. 
OsPGIP4  QS..... ........A. ..KP.K. 
 
OsPGIP1  SGIDISR NRLTGPLPPA LFSKLNTTQQGG 
OsPGIP2  .A.NL.. ...S..I..G ...N.QLQDDDDE 
OsPGIP3  NS..L.. .....SI.RL .L..AGQQ 
OsPGIP4  IS..L.. .QL..SI.RL .L..AGQQ 
 
OsPGIP1  AYLRLSR NNLTGGIPAEYGGVA F 
OsPGIP2  V.....H ...S.SV..DLLAA.NL 
OsPGIP3  .F.TM.H .....R....F.A. N.          
OsPGIP4  .F.T..H ...S.R...AF.A. N. 
 
OsPGIP1  ------- ----------------- 
OsPGIP2  ALVDLSR NALTGDASAV FRRA 
OsPGIP3  VQIDLSR NQLTGDASML FGSGKKEL 
OsPGIP4  VQIDLSR NQLTGDASML FGSGKKEL 
 
OsPGIP1  EVMDLSR NALS  FDMTGLRL QEGV 
OsPGIP2  RYV.... .GFV  .N.S.VEF A.ET 
OsPGIP3  VSAY... ....  .N.SQ.Q. P.EL 
OsPGIP4  GSVY... ....  ...SE... P.RL 
 
OsPGIP1  SSLDLSH NMLYGGVPAQVAGLSSL 
OsPGIP2  YYV.V.. .AIR..I…A  AN.TN. 
OsPGIP3  NF..V.. .SI..SI...M.NMTDM 
OsPGIP4  .F..V.. .AIR..I.....N..N. 
 
OsPGIP1  QDFNVSY NRLCGELPAG 
OsPGIP2  .T..... DKM..AV.. 
OsPGIP3  QLL.... .....VV.T.GN 
OsPGIP4  .LL.... ..M...V.T.GN 
 
D 
OsPGIP1  AARFDQYSFFHNKCLCGPPLPTPCN 
OsPGIP2  MP...A.CYQ.......A..A.A.RRR 
OsPGIP3  MPS..A.C.Q.......A.. SH.TH 
OsPGIP4  M....A.C.Q.......AP. AA.H 
 
Figure 6 Allineamento e confronto delle sequenze proteiche dedotte OsPGIP1, OsPGIP2, 
OsPGIP3, OsPGIP4. In grassetto sono riportati i residui di cisteina e sottolineati sono i 
potenziali siti di N-glicosilazione. 
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Figura 7 Profili di idropaticità delle 4 PGIP di riso. Il tratteggio e il numero corrispondente 
riguarda la lunghezza del peptide segnale. 
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Figura 8 Potenziali siti di N-glicosilazione  della 4 OsPGIP ottenuti con il programma 
NetNGlic. 
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3.1.3 LOCALIZZAZIONE CROMOSOMICA DEI GENI Pgip “like” DI RISO  
 
L’Ospgip1, Ospgip2, Ospgip3, Ospgip4 sono raggruppati nello stesso clone BAC P0668H12. 
Questo clone è stato assegnato al braccio corto del cromosoma 5 e i quattro geni sono distribuiti 
su una regione di 30 Kbp, dove l’Ospgip1 e l’Ospgip2 sono distanziati 2,8 Kbp, mentre 
l’Ospgip1 e l’Ospgip3 16,6 kbp e l’ Ospgip1 e l’Ospgip4 24,2 Kbp e sono orientati tutti nella 
stessa direzione (Fig. 9). 
 
Figura 9 Posizione dei quattro geni Ospgip di riso sul clone BAC P0668H12 che contiene una 
regione genomica di 30 Kbp situata nel braccio corto del cromosoma 5. Le frecce indicano 
l’orientamento relativo delle regioni codificanti dei geni Ospgip. 
Ospgip1 Ospgip2 Ospgip3 
16,6 Kbp 
24,2 Kbp 
2,8 Kbp 
30,0 Kbp 
Ospgip4 
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3.1.4 ANALISI IN SILICO DEI GENI Pgip DI FRUMENTO 
 
Per l’identificazione di sequenze Pgip o Pgip-like di frumento è stato adottato un approccio 
simile a quello utilizzato per identificare i geni Pgip di riso. Dall’analisi delle banche dati TIGR 
e NCBI sono stati trovati due EST sovrapposti BJ280223 e BJ285213, inclusi nel TC30134. 
Dall’analisi della sequenza di questi nuovi elementi è risultato che condividono più del 60% di 
identità con i geni di riso. 
 
3.1.5 ISOLAMENTO GENI Pgip “like” DI FRUMENTO 
 
Per l’isolamento dei geni Pgip di frumento sono state effettuate amplificazioni sul DNA 
genomico della cv. Chinese Spring di frumento tenero utilizzando una coppia di primer 
(PGIPWH1F/PGIPWH1R) comprendente tutta la regione codificante del gene. Il singolo 
amplicone ottenuto è risultato di 1014 bp che dopo sequenziamento e comparazione di sequenza 
con il gene identificato nella ricerca blast (TC30134), mostrava una sola sostituzione sinonima 
(Fig. 10). Questo gene è stato chiamato Tapgip1 (Fig. 11). 
La proteina codificata dal gene Tapgip1, possiede la tipica struttura PGIP caratterizzata da un 
peptide segnale, i caratteristici 10 moduli LRR e le regioni conservate N- e C- terminali (Fig. 
15). Tramite l’utilizzo del programma Sigal P (www.expasy.it) è stata determinata la posizione 
del sito di taglio del peptide segnale compresa tra il residuo amminoacidico 26 e 27 (Fig. 16; 
Tab. 2). Tramite il programma PSORT (www.expasy.it) è stata predetta la più probabile 
localizzazione cellulare della proteina dedotta TaPGIP1. Come riportato nella tabella 2, la 
proteina matura può essere diretta, con una probabilità del 90% nel vacuolo e dell’ l’82% 
nell’apoplasto. Come per le OsPGIP di riso, la sequenza consenso degli LRR della TaPGIP1 è 
simile a quella che caratterizza le eLRR dei geni resistenza (vedi paragrafo precedente). 
I potenziali siti di glicosilazione in N (Asn-Xaa-Ser/Thr) sono 5 (Fig. 17; Tab. 2), le cisteine 8 e 
il pI calcolato 6,05, è molto più acido di quello delle dicotiledoni. 
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ORIGIN 
Tapgip1    ...............ATGAGCACTCCTCCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTCTCGTCCTCG     55 
BJ280223   ttccgccggagcaccATGAGCACTCCaCCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTCTCGTCCTCG     70 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    CCGGAGCGGTCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGTCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTCCTCGC    125 
BJ280223   CCGGAGCGGTCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGTCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTCCTCGC    140 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    CGTCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACCCCGTGCTGCGACTGG    195 
BJ280223   CGTCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACCCCGTGCTGCGACTGG    210 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    CACGACATCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCATCCTCCTCTTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGG    265 
BJ280223   CACGACATCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCATCCTCCTCTTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGG    280 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    GCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAGCTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCAT    335 
BJ280223   GCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAGCTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCAT    350 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    CTCTGGCCCTATCCCCAAGGGAATCGCCAAGCTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCCATCTCTCTTACCTCC    405 
BJ280223   CTCTGGCCCTATCCCCAAGGGAATCGCCAAGCTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCCATCTCTCTTACCTCC    420 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    GTTTCGGGCCCCATTCCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAACGACCTCACCCTCTCCTCCAACT    475 
BJ280223   GTTTCGGGCCCCATTCCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAACGACCTCACCCTCTCCTCCAACT    490 
BJ285213   ......................................................................      0 
Consensus   
 
Tapgip1    CCCTCACCGGCACCATCCCGGCCTCGCTCGCGGGCCTCCGTTACTTAGACACCATCGACCTCAGAAACAA    545 
BJ280223   CCCTCACCGGCACCATCCCGGCCTCGCTCGCGGGCCTCCGTTACTTAGACACCATCGACCTCAGAAACAA    560 
BJ285213   ............................................TTAGACACCATCGACCTCAGAAACAA     26 
Consensus                                              ttagacaccatcgacctcagaaacaa 
 
Tapgip1    CCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATCCCGTACCTTTTGCTC    615 
BJ280223   CCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATCtCGTACCTTTTGCTC    630 
BJ285213   CCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATCtCGTACCTTTTGCTC     96 
Consensus  ccgtctcacgggcaccatcccgccactcttctacaactccaaatcccctataatc cgtaccttttgctc 
 
Tapgip1    TCCAACAACCACCTCTCTGGCTCCATCCCGACCGAGTTCGCTGCAGTCGGCTTCCAGTTCATCGACCTCT    685 
BJ280223   T.....................................................................    631 
BJ285213   TCCAACAACCACCTCTCTGGCTCCATCCCGACCGAGTTCGCTGCAGTCGGCTTCCAGTTCATCGACCTCT    166 
Consensus  t 
 
Tapgip1    CCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTCTTCGGCAGGACAAAGGAGCTAGAAAGCATTAACCT    755 
BJ280223   ......................................................................    631 
BJ285213   CCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTCTTCGGCAGGACAAAGGAGCTAGAAAGCATTAACCT    236 
Consensus   
 
 
Figura 10 Allineamento tra la sequenza clonata da Triticum aestivum (Tapgip1) con le due 
sequenze EST sovrapposte. Si può osservare che la sostituzione nucleotidica alla base 601 (in 
grigio) nella Tapgip1 va ha formare un diverso codone che codifica per un altro residuo 
amminoacidico. 
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Translation of Tapgip1{RF+1}(1-1012) 
Universal code 
Total amino acid number: 337, MW=35973 
Max ORF: 1-1011, 337 AA, MW=35973 
 
1         ATGAGCACTCCTCCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTCTCGTCCTCGCCGGA 
1          M  S  T  P  P  S  A  H  A  F  L  V  L  L  L  L  V  L  A  G   
 
61        GCGGTCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGTCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTC 
21         A  V  I  A  S  A  E  N  N  K  D  C  H  P  S  D  K  A  A  L   
 
121       CTCGCCGTCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACC 
41         L  A  V  K  S  A  F  G  N  Q  S  H  F  A  S  W  T  P  S  T   
 
181       CCGTGCTGCGACTGGCACGACATCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCATCCTCCTC 
61         P  C  C  D  W  H  D  I  T  C  N  D  A  G  R  V  I  I  L  L   
 
241       TTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGGGCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAG 
81         F  F  E  D  V  N  L  T  G  T  I  P  D  A  I  S  G  L  T  E   
 
301       CTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCATCTCTGGCCCTATCCCCAAGGGAATC 
101        L  L  V  L  N  L  Y  Y  L  P  A  I  S  G  P  I  P  K  G  I   
 
361       GCCAAGCTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCCATCTCTCTTACCTCCGTTTCGGGCCCCATT 
121        A  K  L  S  K  L  T  S  L  S  I  S  L  T  S  V  S  G  P  I   
 
421       CCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAACGACCTCACCCTCTCCTCCAACTCCCTC 
141        P  S  F  L  G  A  L  T  K  L  N  D  L  T  L  S  S  N  S  L   
 
481       ACCGGCACCATCCCGGCCTCGCTCGCGGGCCTCCGTTACTTAGACACCATCGACCTCAGA 
161        T  G  T  I  P  A  S  L  A  G  L  R  Y  L  D  T  I  D  L  R   
 
541       AACAACCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATC 
181        N  N  R  L  T  G  T  I  P  P  L  F  Y  N  S  K  S  P  I  I   
 
601       CCGTACCTTTTGCTCTCCAACAACCACCTCTCTGGCTCCATCCCGACCGAGTTCGCTGCA 
201        P  Y  L  L  L  S  N  N  H  L  S  G  S  I  P  T  E  F  A  A   
 
661       GTCGGCTTCCAGTTCATCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTC 
221        V  G  F  Q  F  I  D  L  S  H  N  A  L  T  G  D  A  S  V  F   
 
721       TTCGGCAGGACAAAGGAGCTAGAAAGCATTAACCTGTCCCACATCGCCCTCAGCTTCGAC 
241        F  G  R  T  K  E  L  E  S  I  N  L  S  H  I  A  L  S  F  D   
 
781       CTCTCCAGCGTGGAGTTCCCGGAGGAGATGCAAGCCATGGATGCGAGCTACAACGCCATC 
261        L  S  S  V  E  F  P  E  E  M  Q  A  M  D  A  S  Y  N  A  I   
 
841       CGCGGCGGCATCCCAGCGCAGGTGGCGAATGTAACGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGC 
281        R  G  G  I  P  A  Q  V  A  N  V  T  N  L  R  Q  F  N  V  S   
 
901       TACAACAAGCTGTGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCGAGGTTGGATGTCTACAACTTC 
301        Y  N  K  L  C  G  Q  V  P  A  A  L  A  R  L  D  V  Y  N  F   
 
961       CAGCACAACAAGTGCCTCTGCGGTGCGCCCCTCCCAGATCCATGCAAGAAATAA 
321        Q  H  N  K  C  L  C  G  A  P  L  P  D  P  C  K  K   
 
 
Figura 11 Sequenza amminoacidica dedotta e corrispondente nucleotidica della TaPGIP1 
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3.1.6 LOCALIZZAZIONE CROMOSOMICA DEI GENI Pgip “like” IN 
FRUMENTO 
 
Mediante esperimenti di Southern blot, utilizzando come sonda la Tapgip1, sono state osservate 
due principali bande di ibridazione da 3,7 Kbp e 4,0 Kbp su DNA genomico di Triticum 
aestivum cv. Chinese Spring digerito con EcoRI, e solo un frammento di 4,0 Kbp su DNA 
genomico Triticum durum cv. Langdon digerito con lo stesso enzima (Fig. 12A). 
Queste stesse analisi effettuate sulle linee nullitetrasomiche della cv. Chinese Spring e sulle 
linee di sostituzione del genoma D della cv. Langdon hanno consentito di localizzare sul 
cromosoma 7D il frammento di ibridazione di 3,7 Kbp, e quello di 4,0 Kbp sul cromosoma 7B. 
La localizzazione cromosomica è stata ulteriormente definita effettuando analisi di Southern 
blot sulle linee ditelosomiche della cv. Chinese Spring. Da queste analisi è emerso che i 
frammenti di 3,7 Kbp e 4,0 Kbp, sono localizzati rispettivamente sul braccio corto del 
cromosoma 7D e 7B (Fig. 12B e 12D). 
 
 
 
                               
 
Figura 12 Localizzazione cromosomica dei geni Pgip di frumento. Southern blotting su DNA 
genomico (10 μg) digerito con EcoRI e ibridato con la Tapgip1 marcata con digossigenina. T. 
aestivum cv. Chinese spring (1, 5) e le sue linee ditelosomiche mancanti del braccio 
cromosomico 7BS (6) e 7DS (7); T. durum cv. Langdon (2) e le sue linee di D-sostituzione del 
cromosoma 7A (3) e 7B (4). La mancanza del frammento di ibridazione è indice della specifica 
localizzazione cromosomica. La presenza in entrambe le linee di sostituzione della banda di 
ibridazione a 3,7 kbp indica che questo frammento è localizzato sul braccio cromosomico 7DS. 
1       2           3      4         5      6      7  
4.0 
3.7 
A                       B                       C 
Kb 
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3.1.7 ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE DI ULTERIORI GENI Pgip IN 
FRUMENTO 
 
3.1.7.1 ISOLAMENTO DELLA Tapgip2 
 
Per isolare i geni presenti sui cromosomi omeologhi sono state utilizzate le linee 
nullitetrasomiche N7DT7A e N7BT7A della cv. Chinese Spring di frumento tenero. Le linee in 
questione sono state sottoposte ad analisi PCR utilizzando i primer specifici per la regione 
codificante completa della Tapgip1 (PGIPWH1F/PGIPWH1R). Dall’amplificazione si è 
ottenuto un amplicone di circa 1000 bp per ciascuna linea. Dal sequenziamento dei suddetti 
ampliconi sono state ottenute due sequenze: dalla linea N7DT7A è stata ottenuta la sequenza 
corrispondente alla Tapgip1, mentre dalla NTBT7A si è ottenuta una sequenza simile, 
denominata Tapgip2, che mostra poche differenze consistenti in singole sostituzioni e due 
delezioni di 6 bp ciascuna (Fig. 14). 
La nuova sequenza Pgip di frumento contiene un ORF di 999 bp e una proteina dedotta di 333 
residui amminoacidici (Fig. 13) contenenti un peptide segnale di 24 residui amminoacidici (Fig. 
16; Tab. 2) e i caratteristici 10 moduli LRR fiancheggiati dalle regioni N- e C-terminali 
conservate (Fig. 15). 
Similmente alla TaPGIP1, la TaPGIP2 può essere diretta nel vacuolo con il 90% di probabilità, 
e con il 38% nell’apoplasto (Tab. 2). Come la TaPGIP1, la TaPGIP2 contiene gli otto residui 
amminoacidici di cisterna tipici delle PGIP in posizioni conservate (Fig. 15) e cinque potenziali 
siti di N-glicosilazione (Fig. 17). 
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Translation of Tapgip2{RF+1}(1-1000) 
Universal code 
Total amino acid number: 333, MW=35334 
Max ORF: 1-999, 333 AA, MW=35334 
 
1         ATGAGCTCTCCACCCTCGGCACATGCCTTCCCCGTCCTCCTCCTCCTCGCCCGAGCGGTC 
1          M  S  S  P  P  S  A  H  A  F  P  V  L  L  L  L  A  R  A  V   
 
61        ATGGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGCCACCCTAGCGACAAGGCCGCGCTTCTGGCC 
21         M  A  S  A  E  N  N  K  D  C  H  P  S  D  K  A  A  L  L  A   
 
121       ATCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCATGGACTCCTTCCACCCCGTGC 
41         I  K  S  A  F  G  N  Q  S  H  F  A  S  W  T  P  S  T  P  C   
 
181       TGCGAATGGCACGACGACACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCTCCCTCATCTTCTTC 
61         C  E  W  H  D  D  T  C  N  D  A  G  R  V  I  S  L  I  F  F   
 
241       GTGGATGTCAACCTCACGGGCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAGCTTCTC 
81         V  D  V  N  L  T  G  T  I  P  D  A  I  S  G  L  T  E  L  L   
 
301       GTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCATCTCCGGCCCTATCCCCAAGGGAATCGCCAAG 
101        V  L  N  L  Y  Y  L  P  A  I  S  G  P  I  P  K  G  I  A  K   
 
361       CTATCCAAGCTCACCTCGCTCACCATCGCTCTTACCGCCGTTTCGGGCCCCATTCCGTCC 
121        L  S  K  L  T  S  L  T  I  A  L  T  A  V  S  G  P  I  P  S   
 
421       TTCCTGGGCGAACTGACCAGGCTCAAAGAACTCACCCTCTTCTCCAACTCCCTCTCCGGC 
141        F  L  G  E  L  T  R  L  K  E  L  T  L  F  S  N  S  L  S  G   
 
481       ACCATCCCGGCCTCGCTCGGGGGCCTCCGTTACTTAGATTCCATCGAGCTCAGAAACAAC 
161        T  I  P  A  S  L  G  G  L  R  Y  L  D  S  I  E  L  R  N  N   
 
541       AGTCTCACAGGCACCATCCCGCCGCTCTTCTCCAAATCCACTCTTCTCCCAGTCCTTTTG 
181        S  L  T  G  T  I  P  P  L  F  S  K  S  T  L  L  P  V  L  L   
 
601       CTCTCCAACAACCACCTCTCCGGCTCCATCCCGGCAGAGTTCGCTGCAGTCGGCTTCCTG 
201        L  S  N  N  H  L  S  G  S  I  P  A  E  F  A  A  V  G  F  L   
 
661       CAAGTCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACGGGCGACGCGTCCGTGTTCTTCGGAAGGACA 
221        Q  V  D  L  S  H  N  A  L  T  G  D  A  S  V  F  F  G  R  T   
 
721       AAGGAACTGCAAAGCATTGACCTGTCCCACAACGCCCTCAGCTTCGACCTCTCCAGCGTG 
241        K  E  L  Q  S  I  D  L  S  H  N  A  L  S  F  D  L  S  S  V   
 
781       GAGTTCCCGGAGGAGATGCAAGCCATGGATGCGAGCCACAACGCCATCCGCGGCGGCATC 
261        E  F  P  E  E  M  Q  A  M  D  A  S  H  N  A  I  R  G  G  I   
 
841       CCAGCGCAGGTGGCGAATGTGACGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGCTACAACAAGCTG 
281        P  A  Q  V  A  N  V  T  N  L  R  Q  F  N  V  S  Y  N  K  L   
 
901       TGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCAAGGTTGGATGCCTACAGCTTCCGGGGCAACAAG 
301        C  G  Q  V  P  A  A  L  A  R  L  D  A  Y  S  F  R  G  N  K   
 
961       TGCCTGTGCGGTGCGCCCCTCCCAGATCCATGCAAGAAATAA 
321        C  L  C  G  A  P  L  P  D  P  C  K  K   
 
 
Figura 13 Sequenza amminoacidica dedotta della Tapgip2 
 80
FILE: Multiple_Sequence_Alignment 
PROJECT: 
NUMBER: 2 
MAXLENGTH: 1014 
NAMES: Tapgip1 Tapgip2 
MAXNAMELEN: 10 
ORIGIN 
Tapgip1    ATGAGCACTCCTCCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTCTCGTCCTCGCCGGA     60 
Tapgip2    ------t----a-------------------c-----------......--------c--     54 
 
Tapgip1    GCGGTCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGTCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTC    120 
Tapgip2    --------g--------------------------c-----------c-----------t    114 
 
Tapgip1    CTCGCCGTCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACC    180 
Tapgip2    --g---a-------------------------------------a---------------    174 
 
Tapgip1    CCGTGCTGCGACTGGCACGACATCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCATCCTCCTC    240 
Tapgip2    -----------a---------ga----------------------------tc----a--    234 
 
Tapgip1    TTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGGGCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAG    300 
Tapgip2    -------t----------------------------------------------------    294 
 
Tapgip1    CTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCATCTCTGGCCCTATCCCCAAGGGAATC    360 
Tapgip2    --------------------------------------c---------------------    354 
 
Tapgip1    GCCAAGCTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCCATCTCTCTTACCTCCGTTTCGGGCCCCATT    420 
Tapgip2    ---------------------------a-----g--------g-----------------    414 
 
Tapgip1    CCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAACGACCTCACCCTCTCCTCCAACTCCCTC    480 
Tapgip2    ----------------a--------g------a--a----------t-------------    474 
 
Tapgip1    ACCGGCACCATCCCGGCCTCGCTCGCGGGCCTCCGTTACTTAGACACCATCGACCTCAGA    540 
Tapgip2    t------------------------g------------------tt-------g------    534 
 
Tapgip1    AACAACCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATC    600 
Tapgip2    ------a-------a--------------g-----......----------a--c-tc--    588 
 
Tapgip1    CCGTACCTTTTGCTCTCCAACAACCACCTCTCTGGCTCCATCCCGACCGAGTTCGCTGCA    660 
Tapgip2    --agt---------------------------c------------g-a------------    648 
 
Tapgip1    GTCGGCTTCCAGTTCATCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTC    720 
Tapgip2    ----------t-caag-------------------------g------------------    708 
 
Tapgip1    TTCGGCAGGACAAAGGAGCTAGAAAGCATTAACCTGTCCCACATCGCCCTCAGCTTCGAC    780 
Tapgip2    -----a-----------a--gc--------g------------a----------------    768 
 
Tapgip1    CTCTCCAGCGTGGAGTTCCCGGAGGAGATGCAAGCCATGGATGCGAGCTACAACGCCATC    840 
Tapgip2    ------------------------------------------------c-----------    828 
 
Tapgip1    CGCGGCGGCATCCCAGCGCAGGTGGCGAATGTAACGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGC    900 
Tapgip2    --------------------------------g---------------------------    888 
 
Tapgip1    TACAACAAGCTGTGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCGAGGTTGGATGTCTACAACTTC    960 
Tapgip2    --------------------------------------a----------c-----g----    948 
 
Tapgip1    CAGCACAACAAGTGCCTCTGCGGTGCGCCCCTCCCAGATCCATGCAAGAAATAA         1014 
Tapgip2    -g-gg------------g------------------------------------         1002 
 
 
Figura 14 Appaiamento tra la Tapgip1 e Tapgip2. In grigio sono evidenziati i tratti indel 
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TaPGIP1      MSTPPSAHAFLVLLLLVLAGAVIASA 
TaPGIP2      MSSPPSAHAFPVLLLLARA..VMASA 
 
B 
TaPGIP1      ENNKDCHPSDKAALLAVKSAFGNQSHFASWTPSTPCCDWHDITCNDAGRV 
TaPGIP2      ENNKDCHPSDKAALLAIKSAFGNQSHFASWTPSTPCCEWHDDTCNDAGRV 
 
C 
             xxLxLxx    
TaPGIP1      IILLFFEDVNLTGTIPDA ISGLTEL         
TaPGIP2      ISLIFFVDVNL GTIPDA ISGLTEL 
 
TaPGIP1      LVLNLYYLPAISGPIPKG IAKLSKL 
TaPGIP2      LVLNLYYLPAISGPIPKG IAKLSKL 
 
TaPGIP1      TSLSISLTS VSGPIPSF LGALTKL 
TaPGIP2      TSLTIALTA VSGPIPSF LGELTRL 
 
TaPGIP1      NDLTLSS NSLTGTIPAS LAGLRYL 
TaPGIP2      KELTLFS NSLSGTIPAS LGGLRYL 
 
TaPGIP1      DTIDLRN NRLTGTIPP  LFYNSKSPII 
TaPGIP2      DSIELRN NSLTGTIPP  LFSKST  LL 
 
TaPGIP1      PYLLLSN NHLSGSIPTE FAAVG F 
TaPGIP2      PVLLLSN NHLSGSIPAE FAAVG F 
 
TaPGIP1      QFIDLSH NALTGDASVF FGRTK EL 
TaPGIP2      LQVDLSH NALTGDASVF FGRTK EL 
 
TaPGIP1      ESINLSH IALSFDLSSVEFPEEM 
TaPGIP2      QSIDLSH NALSFDLSSVEFPEEM 
 
TaPGIP1      QAMDASY NAIRGGIPAQ VANVTNL 
TaPGIP2      QAMDASH NAIRGGIPAQ VANVTNL 
 
TaPGIP1      RQFNVSY NKLCGQVPAA L 
TaPGIP2      RQFNVSY NKLCGQVPAA L 
 
D 
TaPGIP1      ARLDVYNFQHNKCLCGAPLPDPCKK 
TaPGIP2      ARLDAYSFRGNKCLCGAPLPDPCKK 
 
 
Figura 15 Allineamento e confronto delle sequenze proteiche dedotte TaPGIP1 e TaPGIP2. In 
grassetto sono riportati i residui di cisteina e sottolineati sono i potenziali siti di N-
glicosilazione. 
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Figura 16 Profilo di idrofobicità della TaPGIP1 e TaPGIP2. Il tratteggio ed il numero 
corrispondente è indice della lunghezza del peptide segnale. 
 
 
 
 
                                  
                           
Figura 17 Potenziali siti di N-glicosilazioni della TaPGIP1 e TaPGIP2 ottenuti con il 
programma NetNGlyc 
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Tabella 2 Caratteristiche a confronto della TaPGIP1 e TaPGIP2 
 
Lunghezza 
della 
regione 
codificante
(bp) 
Proteina 
tot. 
(num.aa) 
Lunghezza 
peptide 
segnale 
PM della 
proteina 
completa 
(KDa) 
PM della 
proteina 
matura  
(KDa) 
PI della 
proteina 
matura 
Numero di 
cisteine 
Numero 
potenziali 
siti di 
glicosilazi
one  
(NxS/T) 
Probabilità 
(%) di 
localizzazi
one 
cellulare 
TaPGIP1 1011 337 26 35,973 33,52 6,05 8 5 
Vacuolo 
90%Parete 
cellulare 
82% 
TaPGIP2 999 333 24 35,334 33,006 6,25 8 5 
Vacuolo 
90%Parete 
cell. 38,5%
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3.1.7.2 ISOLAMENTO DEL GENE Pgip3 
 
Per verificare la presenza della Pgip anche nel genoma A, abbiamo eseguito delle analisi 
Southern blot sul DNA genomico dei progenitori selvatici del genoma A del frumento, Triticum 
monococcum e Triticum urartu. Il DNA genomico di Triticum monococcum ha mostrato un 
singolo frammento di ibridazione da 4,7 Kbp, e nell’accessione PI 428315 di Triticum urartu 
due frammenti di ibridazione di 2,9 Kbp e 3,7 Kbp (Fig. 18). 
La presenza delle bande in questione, ci ha indotto ad effettuare delle PCR tramite l’utilizzo di 
primer PGIPWH1F/PGIPWH1R, che permettono di amplificare tutta la regione codificante 
dalla Tapgip1 e Tapgip2. 
Utilizzando questi primer su ben 16 accessioni di Triticum urartu, non abbiamo ottenuto nessun 
amplicone specifico. Al contrario abbiamo ottenuto un amplicone di circa 1 Kbp in tutte le 
accessioni analizzate di Triticum monococcum ssp. aegilopoides (10 accessioni) e Triticum 
monococcum ssp. monococcum (10 accessioni) (Fig. 19). 
Dall’analisi di sequenza dell’amplicone ottenuto dall’ accessione ID 1327 di Triticum 
monococcum ssp. monococcum è emerso che si tratta di un gene Pgip. Questo gene, denominato 
Tmpgip1 (numero di accessione AM180658), ha una sequenza codificante di 1008 bp (Fig. 20) 
e non possiede introni; il prodotto proteico codificato di 335 residui amminoacidici (Fig. 20) 
contiene il peptide segnale (26 residui amminoacidici), gli 8 residui di cisteina conservati, i 10 
LRR e presenta il 95% di identità con la Tapgip2 (Fig. 21). 
Il DNA di Triticum urartu è stato sottoposto ad ulteriori amplificazioni utilizzando più 
combinazioni di primer sviluppati sulla base delle regioni conservate della Tapgip1 e Tapgip2. 
Su sei combinazioni di primer analizzate, solo la coppia PGIPWH1F/PGIPWH4R, 
comprendente la regione iniziale di 320 bp (dalla base 1 a 320 della TaPGIP1) e 
PGIPWH5F/PGIPWH1R, comprendente la regione finale di 146 bp (da 1 a 146 della TaPGIP1), 
hanno prodotto un amplicone delle dimensioni attese (Fig. 22). 
Il confronto di sequenza di questi due ampliconi con la Tapgip1 e la Tapgip2, ha dimostrato una 
identità di sequenza di circa 90%. 
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Figura 18 Profilo di ibridazione della sequenza Pgip in frumento selvatico e coltivato. Southern 
blot su DNA genomico (10 μg) digerito con EcoRI ed ibridato con la Tapgip1 marcata con la 
digossigenina. 1) T. aestivum ssp. aestivum cv. Chinese spring; 2) T. turgidum ssp. durum cv. 
Langdon; 3) T. urartu PI428315; 4) T. monococcum ssp. monococcum PI 538722. 
 
 
 
                                                                      
 
Figura 19 Gel d’agarosio con ampliconi Pgip dal genoma A. Gel di agarosio all’ 1,2% degli 
ampliconi PCR ottenuti dall’amplificazione con la coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH1R 
che comprendono la regione codificante della Pgip. 1) T. aestivum ssp. aestivum cv. Chinese 
spring; 2) T. turgidum ssp. durum cv. Langdon; 3) T. urartu PI428315; 4) T. urartu MG 26992; 
5) T. monococcum ssp. monococcum PI 538722; 6) T. monococcum ssp. monococcum ID 327.  
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Translation of Triticum monococcum{RF+1}(1-1006) 
Universal code 
Total amino acid number: 335, MW=35436 
Max ORF: 1-1005, 335 AA, MW=35436 
 
1         ATGAGCACTCCACCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTGTCGTCCTCGCCGGA 
1          M  S  T  P  P  S  A  H  A  F  L  V  L  L  L  V  V  L  A  G   
 
61        GCGGCCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGCCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTT 
21         A  A  I  A  S  A  E  N  N  K  D  C  H  P  S  D  K  A  A  L   
 
121       CTCGCCGTCAAGTCCGCCTTCAGCAATCAAAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACC 
41         L  A  V  K  S  A  F  S  N  Q  S  H  F  A  S  W  T  P  S  T   
 
181       CCGTGCTGCGACTGGCACGACATCACTTGCAACGACGCCGGCCGCGTCATCATCCTCCTC 
61         P  C  C  D  W  H  D  I  T  C  N  D  A  G  R  V  I  I  L  L   
 
241       TTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGGGCACCATCCCGGACGCCATCTCCGGCCTCACCGAG 
81         F  F  E  D  V  N  L  T  G  T  I  P  D  A  I  S  G  L  T  E   
 
301       CTTCTCGTCCTCAACCTCTACTACCTCCCGGCCATCTCCGGCCCTATCCCCAAGGGAATC 
101        L  L  V  L  N  L  Y  Y  L  P  A  I  S  G  P  I  P  K  G  I   
 
361       GCCAAACTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCTATCTCTCTCACCTCCGTTTCGGGCCCTATT 
121        A  K  L  S  K  L  T  S  L  S  I  S  L  T  S  V  S  G  P  I   
 
421       CCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAGAGAACTCACCCTCTCCTCCAACTTCCTC 
141        P  S  F  L  G  A  L  T  K  L  R  E  L  T  L  S  S  N  F  L   
 
481       TCCGGCACGATCCCGGCCTCGCTCGGGGGCCTCCGTTACTTAGACTCCGTCGACCTCAGA 
161        S  G  T  I  P  A  S  L  G  G  L  R  Y  L  D  S  V  D  L  R   
 
541       AACAACAGCCTCACAGGCACCATCCCGCCACTCTTCTCCAGATCCACTCTTCTCCCAGTC 
181        N  N  S  L  T  G  T  I  P  P  L  F  S  R  S  T  L  L  P  V   
 
601       CTCTTGCTCTCCAGCAACCACCTCTCCGGTTCCATCCCGGGCGAGTTCGCTGCAGTCGGC 
201        L  L  L  S  S  N  H  L  S  G  S  I  P  G  E  F  A  A  V  G   
 
661       TTCCTGCAAATCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTCTTCGGC 
221        F  L  Q  I  D  L  S  H  N  A  L  T  G  D  A  S  V  F  F  G   
 
721       AGGACAAAGGAGCTGCAAAGCATTGACCTGTCCCACAACGCCCTCAGCTTCGACCTCTCC 
241        R  T  K  E  L  Q  S  I  D  L  S  H  N  A  L  S  F  D  L  S   
 
781       AGCGTGGAGTTCCCGGAGGAGATGCAAACCATGGATGCGAGCCACAACGCCATCCGCGGC 
261        S  V  E  F  P  E  E  M  Q  T  M  D  A  S  H  N  A  I  R  G   
 
841       GGCATCCCAGCGCAGGTGGCGAATGTAACGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGCTACAAC 
281        G  I  P  A  Q  V  A  N  V  T  N  L  R  Q  F  N  V  S  Y  N   
 
901       AAGCTGTGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCGAGGTTGGATGCCTACAGCTTCCGGGGC 
301        K  L  C  G  Q  V  P  A  A  L  A  R  L  D  A  Y  S  F  R  G   
 
961       AACAAGTGCCTCTGCGGTGCGCCCCTCCCAGATCCATGCAAGAAATAA 
321        N  K  C  L  C  G  A  P  L  P  D  P  C  K  K   
 
Figura 20 Sequenza amminoacidica dedotta della Tmpgip1 
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TaPGIP1      MSTPPSAHAFLVLLLLVLAGAVIASA 
TaPGIP2      MSSPPSAHAFPVLLLLARA..VMASA 
TmPGIP1      MSTPPSAHAFLVLLLVVLAGAAIASA 
B 
TaPGIP1      ENNKDCHPSDKAALLAVKSAFGNQSHFASWTPSTPCCDWHDITCNDAGRV 
TaPGIP2      ENNKDCHPSDKAALLAIKSAFGNQSHFASWTPSTPCCEWHDDTCNDAGRV 
TmPGIP1      ENNKDCHPSDKAALLAVKSAFSNQSHFASWTPSTPCCDWHDITCNDAGRV 
 
C 
             xxLxLxx    
TaPGIP1      IILLFFEDVNLTGTIPDA ISGLTEL         
TaPGIP2      ISLIFFVDVNL GTIPDA ISGLTEL 
TmPGIP1      IILLFFEDVNLTGTIPDA ISGLTEL 
 
TaPGIP1      LVLNLYYLPAISGPIPKG IAKLSKL 
TaPGIP2      LVLNLYYLPAISGPIPKG IAKLSKL 
TmPGIP1      LVLNLYYLPAISGPIPKG IAKLSKL 
 
TaPGIP1      TSLSISLTS VSGPIPSF LGALTKL 
TaPGIP2      TSLTIALTA VSGPIPSF LGELTRL 
TmPGIP1      TSLSISLTS VSGPIPSF LGALTKL 
 
TaPGIP1      NDLTLSS NSLTGTIPAS LAGLRYL 
TaPGIP2      KELTLFS NSLSGTIPAS LGGLRYL 
TmPGIP1      RELTLSS NFLSGTIPAS LGGLRYL 
 
TaPGIP1      DTIDLRN NRLTGTIPP  LFYNSKSPII 
TaPGIP2      DSIELRN NSLTGTIPP  LFSKST  LL 
TmPGIP1      DSVDLRN NSLTGTIPP  LFSRST..LL 
 
TaPGIP1      PYLLLSN NHLSGSIPTE FAAVG F 
TaPGIP2      PVLLLSN NHLSGSIPAE FAAVG F 
TmPGIP1      PVLLLSS NHLSGSIPGE FAAVG F 
 
TaPGIP1      QFIDLSH NALTGDASVF FGRTK EL 
TaPGIP2      LQVDLSH NALTGDASVF FGRTK EL 
TmPGIP1      LQIDLSH NALTGDASVF FGRTK EL 
 
TaPGIP1      ESINLSH IALSFDLSSVEFPEEM 
TaPGIP2      QSIDLSH NALSFDLSSVEFPEEM 
TmPGIP1      QSIDLSH NALSFDLSSVEFPEEM 
 
TaPGIP1      QAMDASY NAIRGGIPAQ VANVTNL 
TaPGIP2      QAMDASH NAIRGGIPAQ VANVTNL 
TmPGIP1      QTMDASH NAIRGGIPAQ VANVTNL 
 
TaPGIP1      RQFNVSY NKLCGQVPAA L 
TaPGIP2      RQFNVSY NKLCGQVPAA L 
TmPGIP1      RQFNVSY NKLCGQVPAA L 
 
D 
TaPGIP1      ARLDVYNFQHNKCLCGAPLPDPCKK 
TaPGIP2      ARLDAYSFRGNKCLCGAPLPDPCKK 
TmPGIP1      ARLDAYSFRGNKCLCGAPLPDPCKK 
                       
Figura 21 Allineamento e confronto delle sequenze proteiche dedotte TaPGIP1, TaPGIP2, 
TmPGIP1. In grassetto sono riportati i residui di cisteina e sottolineati sono i potenziali siti di 
N-glicosilazione. 
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Figura 22 Gel di agarosio all’ 1,6% degli ampliconi Pgip ottenuti da T. urartu PI428315 
utilizzando la coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH4R (1), che comprende una porzione della 
regione codificante di circa 320 bp e con la coppia di primer PGIPWH5F/PGIPWH1R (2), che 
comprende invece circa 146 bp della porzione codificante. 
 
3.1.7.3 SVILUPPO DI PRIMER SPECIFICI PER Tapgip1,Tapgip2 E Tapgip3 
 
Per verificare la localizzazione cromosomica dell’amplicone di 320 bp e per meglio definire 
quella della Tapgip1 e Tapgip2, sono stati sviluppati dei primer specifici per ciascuna di queste 
sequenze.Abbiamo così sviluppato le coppie PGIPWH1F/PGIPWH10R, specifica per il gene 
Tapgip1, PGIPWH1F/PGIPWH11R, specifica per il gene Tapigp2 e PGIPWH1F/PGIPWH12R, 
specifica per la Tapgip3. Lo sviluppo di quest’ultima combinazione di primer è stato basato sul 
confronto tra le sequenze di 320 bp di T. urartu, Tapgip1 e la Tapgip2. 
Le amplificazioni effettuate utilizzando questi primer su DNA genomico di linee 
nullitetrasomiche di cromosomi omologhi del gruppo 7 di T. aestivum cv. Chinese Spring, 
dimostrano che i geni Tapgip1, Tapgip2 e Tapgip3 sono localizzati rispettivamente sul 
cromosoma 7B, 7D e 7A (Fig. 23). 
Da notare che la sequenza dell’amplicone ottenuto da T. aestivum cv Chinese Spring mostra 
solo alcune sostituzioni nucleotidiche con la corrispondente sequenza in T. urartu. 
 
                                                           
                                                           
                                                           
                                          
Figura 23 Sviluppo di primer gene specifici per Tapgip1, Tapgip2 e Tapgip3 testati su linee 
nullitetrasomiche cv. Chinese Spring: CS (1); N7AT7B (2), N7BT7A (3); NTDT7A (4). 
-222 bp 
-219 bp 
-213 bp Tapgip1 
Tapgip2 
Tapgip3 
1      2      3      4 
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3.1.7.4 IDENTIFICAZIONE DEI CLONI BAC DI FRUMENTO DURO 
CONTENENTI I GENI Pgip 
 
Sulla base dei risultati PCR abbiamo ipotizzato che il gene Pgip presente in T. urartu e nel 
frumento poliploide potesse essere interroto da sequenze che ne impediscono l’amplificazione 
dell’intera regione codificante, come per esempio la presenza di elementi trasponibili. 
Per verificare la nostra ipotesi, abbiamo analizzato per PCR una genoteca BAC (Bacterial 
Artificial Chromosome) di T. turgidum ssp. durum cv. Langdon#65, utilizzando due coppie di 
primer: PGIPWH1F/PGIPWH1R e PGIPWH1F/PGIPWH12R, la prima comprendente l’intera 
regione codificante dei geni Pgip di frumento e la seconda specifica per il gene Pgip del genoma 
A. Lo screening effettuato utilizzando la coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH1R ha 
permesso di isolare un clone BAC, BAC6526E20 (da ora in avanti chiamato BAC26), mentre 
quello effettuato utilizzando la coppia PGIPWH1F/PGIPWH12R ci ha permesso di isolare il 
clone BAC, BAC65893O10 (da ora in avanti chiamato BAC893). 
I due BAC isolati sono stati controllati per PCR utilizzando le coppie di primer conservate 
PGIPWH1F/PGIPWH4R e PGIPWH1F/PGIPWH1R. La prima coppia di primer ha prodotto 
l’amplicone atteso di 320 bp, mentre con la seconda coppia, l’amplicone atteso di 1000 bp è 
stato ottenuto solo per il BAC26, mentre non si è ottenuta alcuna amplificazione per il BAC893. 
Su entrambi i cloni BAC, abbiamo eseguito anche analisi PCR con le coppie di primer 
PGIPWH1F/PGIPWH10R, specifica per la Tapgip1 e PGIPWH1F/PGIPWH12R, specifica per 
la Tapgip3 e dai risultati ottenuti è emerso che i due BAC, BAC26 e BAC893, contenevano il 
gene Pgip presente rispettivamente nel genoma B (Tdpgip1) e A (Tdpgip3). 
I due cloni BAC sono stati sottoposti ad analisi di Southern blot utilizzando come sonda la 
Tapgip1. Il BAC26 digerito con EcoRI mostrava il frammento atteso di 4,0 Kbp, colineare alla 
banda di ibridazione presente nel DNA di T. turgidum ssp. durum cv. Langdon, mentre il 
BAC893, mostrava un frammento di ibridazione più alto di 20 Kbp (Fig. 24 A). Effettuando 
altri Southern blot con il DNA del clone BAC893 digerito con altri enzimi di restrizione che 
non tagliavano dentro la regione codificante del gene Tapgip1 o Tapgip2, è stato ottenuto un 
solo frammento di ibridazione maggiore di 20 Kbp con gli enzimi BclI, ApaI, NotI, PvuI, SacI e 
SpeI, mentre sono stati ottenuti due frammenti di ibridazione, di varie dimensioni, con gli 
enzimi EcoRV, BamHI, HindIII, StuI XbaI, XhoI. Un esempio di questi risultati è riportato nella 
figura 24B. Per verificare se i due frammenti di ibridazione corrispondessero a due geni o a due 
frammenti di uno stesso gene, abbiamo effettuato delle repliche dello stesso Southern 
ibridandolo sia con una sonda N-terminale che C-terminale della regione codificante della 
Tapgip1 (Fig. 25-26). 
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Questi esperimenti hanno evidenziato che il BAC26 possiede lo stesso frammento sia 
nell’ibridazione con l’N-terminale sia in quella effettuata con il C-terminale, mentre per il 
BAC893, i frammenti di ibridazione ottenuti con le sonde sono di dimensioni differenti. 
Per esempio nella digestione del DNA del clone BAC893 con BamHI e HindIII la sonda N-
terminale produceva rispettivamente frammenti di ibridazione di 6,4 e 10,0 Kbp, mentre sempre 
per gli stessi campioni ibridati con la sonda C-terminale si ottenevano rispettivamente 
frammenti di ibridazione 7,3 Kbp e 11,0 Kbp (Fig. 26). 
Questi risultati hanno dimostrato che solo una copia del gene è presente nel BAC893 
suggerendo che esso sia interrotto da un inserto di elevate dimensioni. 
Sottoponendo i cloni BAC a sequenziamento nucleotidico, è emerso che il BAC 26 contiene un 
gene identico alla Tapgip1, denominato poi Tdpgip1 (numero di accessione AM886139) (Fig. 
27), mentre il BAC893 contiene un gene Pgip interrotto all’inizio del 4° LRR (Fig. 28). Questa 
sequenza Pgip interrotta è stata chiamata Tdpgip3 (numero di accessione AM488190) e mostra 
circa il 90% di identità nucleotidica con la Tapgip1 e Tapgip2, e contiene una singola delezione 
nucleotidica a 292 bp a monte del sito di inserzione (Fig. 28), che ne determina la modifica della 
fase di lettura. 
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Fig 24 A) Southern blot su DNA di T. turgidum ssp. durum cv. Langdon (LDN) e dei BAC26 
(1) e BAC893 (2) digeriti con EcoRI e ibridati con la sonda Pgip totale. B) Southern blot su 
DNA del BAC 893 digerito con i seguenti enzimi di restrizione: BclI, EcoRV, BamHI, EcoRI, 
HindIII, ApaI, NotI, PvuI, SacI, SpeI, StuI XbaI, XhoI e ibridato con la sonda Pgip totale. 
 
 
 
 
 
 
Figura 25 Schema dei primer utilizzati per ottenere la sonda corrispondente alla regione N- e C- 
terminale della Tapgip. 
 
                             
Figura 26 Profilo di ibridazione dei cloni BAC contenenti i geni Pgip. Southern blot sul DNA 
dei BAC (1 μg) digeriti con EcoRI (E), BamHI (B) and HindIII (H), e ibridati con la 
sonda corrispondente alla regione codificante completa (A) o specifica per la porzione N- 
(B) per la porzione C-(C) terminale della Tapgip. La linea 1 contiene il BAC26; la linea 2 
contiene il BAC893. 
-4.0 Kb 
1        2 LDN 
  
N C 
PGIPWH1F PGIPWH5FPGIPWH4R
320 bp 146 bp
PGIPWH1R 
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Translation of Tdpgip1 {RF+1}(1-1012) 
Universal code 
Total amino acid number: 337, MW=35964 
Max ORF: 1-1011, 337 AA, MW=35964 
 
1         ATGAGCACTCCACCCTCGGCACATGCCTTCCTCGTCCTCCTCCTTCTCGTCCTCGCCGGA 
1          M  S  T  P  P  S  A  H  A  F  L  V  L  L  L  L  V  L  A  G   
 
61        GCGGTCATCGCCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGTCACCCTAGCGATAAGGCCGCGCTC 
21         A  V  I  A  S  A  E  N  N  K  D  C  H  P  S  D  K  A  A  L   
 
121       CTCGCCGTCAAGTCCGCCTTCGGCAATCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCCACC 
41         L  A  V  K  S  A  F  G  N  Q  S  H  F  A  S  W  T  P  S  T   
 
181       CCGTGCTGCGACTGGCACGACATCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCATCCTCCTC 
61         P  C  C  D  W  H  D  I  T  C  N  D  A  G  R  V  I  I  L  L   
 
241       TTCTTCGAGGATGTCAACCTCACGGGCACCATCCCGGACGCCATTTCCGGCCTCACCGAG 
81         F  F  E  D  V  N  L  T  G  T  I  P  D  A  I  S  G  L  T  E   
 
301       CTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCATCTCTGGCCCTATCCCCAAGGGAATC 
101        L  L  V  L  N  L  Y  Y  L  P  A  I  S  G  P  I  P  K  G  I   
 
361       GCCAAGCTATCCAAGCTCACCTCGCTCTCCATCTCTCTTACCTCCGTTTCGGGCCCCATT 
121        A  K  L  S  K  L  T  S  L  S  I  S  L  T  S  V  S  G  P  I   
 
421       CCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCAACGACCTCACCCTCTCCTCCAACTCCCTC 
141        P  S  F  L  G  A  L  T  K  L  N  D  L  T  L  S  S  N  S  L   
 
481       ACCGGCACCATCCCGGCCTCGCTCGCAGGCCTCCGTTACTTAGACACCATCGACCTCAGA 
161        T  G  T  I  P  A  S  L  A  G  L  R  Y  L  D  T  I  D  L  R   
 
541       AACAACCGTCTCACGGGCACCATCCCGCCACTCTTCTACAACTCCAAATCCCCTATAATC 
181        N  N  R  L  T  G  T  I  P  P  L  F  Y  N  S  K  S  P  I  I   
 
601       TCGTACCTTTTGCTCTCCAACAACCACCTCTCTGGCTCCATCCCGACCGAGTTCGCTGCA 
201        S  Y  L  L  L  S  N  N  H  L  S  G  S  I  P  T  E  F  A  A   
 
661       GTCGGCTTCCAGTTCATCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTC 
221        V  G  F  Q  F  I  D  L  S  H  N  A  L  T  G  D  A  S  V  F   
 
721       TTCGGCAGGACAAAGGAGCTAGAAAGCATTAACCTGTCCCACAACGCCCTCAGCTTCGAC 
241        F  G  R  T  K  E  L  E  S  I  N  L  S  H  N  A  L  S  F  D   
 
781       CTCTCCAGCGTGGAGTTCCCGGAGGAGATGCAAGCCATGGATGCGAGCTACAACGCCATC 
261        L  S  S  V  E  F  P  E  E  M  Q  A  M  D  A  S  Y  N  A  I   
 
841       CGCGGCGGCATCCCAGCGCAGGTGGCGAATGTAACGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGC 
281        R  G  G  I  P  A  Q  V  A  N  V  T  N  L  R  Q  F  N  V  S   
 
901       TACAACAAGCTGTGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCGAGGTTGGATGTCTACAACTTC 
301        Y  N  K  L  C  G  Q  V  P  A  A  L  A  R  L  D  V  Y  N  F   
 
961       CAGCACAACAAGTGCCTCTGCGGTGCGCCCCTCCCAGATCCATGCAAGAAATAA 
321        Q  H  N  K  C  L  C  G  A  P  L  P  D  P  C  K  K   
 
 
Figura 27 Sequenza proteica e corrispondente nucleotidica della regione codificante la Tdpgip1 
presente nel BAC26. 
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ATGAGCACTCCACCCTCGGCACATGCCTTCCCCGGCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCGGC 
M  S  T  P  P  S  A  H  A  F  P  G  L  L  L  L  L  L  L  G  
GGAGCGGTCATCGTCTCCGCCGAGAATAACAAAGACTGCCACCCAAGCGATAAGGCTGCG 
G  A  V  I  V  S  A  E  N  N  K  D  C  H  P  S  D  K  A  A  
CTTCTCGTTGTCAAGTCTGCCTTCGGCAACCAGAGCCACTTCGCCTCGTGGACTCCTTCC 
L  L  V  V  K  S  A  F  G  N  Q  S  H  F  A  S  W  T  P  S  
ACCCCGTGCTGCGAACGGCACGACGCCACTTGCAACGACGCCGGTCGCGTCATCTCCCTC 
T  P  C  C  E  R  H  D  A  T  C  N  D  A  G  R  V  I  S  L  
CTCTTCTTCGTGGATTTCACCCTTACGGGCACCATCCCGGACGCCATGTCC.GCCTCATC 
L  F  F  V  D  F  T  L  T  G  T  I  P  D  A  M  S  .  L  I  
GAGCTTCTCGTCCTCAACCTCTATTACCTCCCGGCCATCTCCGGCCATATCCCCAAGGGA 
E  L  L  V  L  N  L  Y  Y  L  P  A  I  S  G  H  I  P  K  G  
ATCGCCAAGCTATCCAAACTCACCTCGCTCAGCATCTCTCTCACCTCCGTTTCGGGCCCC 
I  A  K  L  S  K  L  T  S  L  S  I  S  L  T  S  V  S  G  P  
GTTCCGTCCTTCCTGGGCGCACTGACCAAGCTCGAAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGTA 
V  P  S  F  L  G  A  L  T  K  L  E  V 
GGCTAGATATTTCCGGTAACCTACCTTCCTTGGGTGCGGATGAGCTCGATCCAGAGCCGG 
CCATGGTGATGTAGGGGCCGGTGATCGCAGAGGGATCGAGATGGAGAGGTGGTAGTGGTG 
CTTCCCGTGAGCACTGCGATTGCCCTAGATCGAAAGGGGATATCAGTGGGGAGTCTGGCG 
GCGCGGTGAACCTCGTACCGTGCGCCCCAGCCCCCACCTCTTTATATATCGCAGGTCACA 
GGGGCCCACCAACCATAGAACGGTTGGGCGCCCCCGATCAGAGCGTGAATAGATTAGGAC 
CCGATGGGCCGCTGAGCCCACTCGGTGGAGAGATCAACCTAACATTCTCCCCCTTGATCT 
CAACTTTTACTTTTAACCTTATACTTTCTAGTTTATTTGTTTCATCACATATTGGTACAT 
AGAGCATGTTTCATCATCACAGCTTAATTGCCGTTAGAATCATACAGCTGCAACATACGT 
TATGATCAGAAGCAAATTCTAGTTCCTTTTGGGCCTATCCAGGAATTATAAGGCTTTCCC 
TTAAACCCATGACGGCTATGTATTCCTTGAACACATTGGGTGGTAAGCCTTTCGTTAGCG 
GATCCACAAGCATATCCTTTGTTCTTATATGCTCGAGACTTATAGTTTGATCCTGGATCT 
TATCTTTCACAACATAATACCTTATCTCTATTGTTTTGGCAGCATTACTCGACTTGTTGT 
TGTGAGCGTAAAATACCGCGGGTTGGT------------------//------------- 
-------CTGCGCCCCTACCAACCCCTTCGTCGGTCATGCGTTCCCCTTGTGGTGAGCGC 
GCCGCTGTCGAATGGATCGGTGGTGGTGATCTTTGCCCCTGAAAAGGGGTGGTGTTCTTC 
TTNNTCGATGCCTCGGCTTGCCGATGCGCATCGAGATCGATAGGAACGGCGCGGCCTTGT 
GGCGACAGCTACTTTTTCTGTTTCCTTGAAGGATTCGTTCTTTGCCCTGTCTAGGGTTCT 
TGGGGGAGGGGATCTCTATTTTTTTCTCTTGTTTTATCTTTTTTACCGAAAAACATCTAA 
CCAAGATGGCATGATACCATTGATAGATCCTATGGATCGTGGTAGGCTAAATCTTTCCGG 
TAACCTACCTTCCTTGGGTGCGGATGAGCTCGATCCAGAGCCGTCCATGGTGATGTAGGG 
GCCGGTGATCGCAGAGGGATCGAGATGGAGAGGTGGCAGTGGTGCTTCCCGTGAGTACTG 
CGATTACCCTAGATCGAAAAGGGATATCTGTGGGAAGTCTGGCGGTGCGGTGAACCTCGT 
ACCGTGCGTCCCGGCCCCCACCTCTTTATATATTGCAGGTCACAGGGGCCCACTAACCGA 
TAGAACGGTTGGGCGCCCCCGATCAAGGCGTGAATAGATCAGGGCCCGATGGGCCGTTGA 
GTCCACTCGGTGGAGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTCCAACTTCCTC 
L  T  L  S  S  N  F  L  
TCCGGCACCATCCCGGCGGCGCTCGGGGGCCTCCGTTACTTAGACTCCATCGACCTCAGA 
S  G  T  I  P  A  A  L  G  G  L  R  Y  L  D  S  I  D  L  R  
AACAACAGCCTCACAGGCACCATCCCGCCACTCTTCTCCAAATCCACTCTTCTCCCAGTC 
N  N  S  L  T  G  T  I  P  P  L  F  S  K  S  T  L  L  P  V  
CTTTTGCTCTCCGACAACCACCTCTCCGGCTCCATCCCAGCCGAGTTCGCTGCAGTCGGC 
L  L  L  S  D  N  H  L  S  G  S  I  P  A  E  F  A  A  V  G  
TTCCTGCAAGTCGACCTCTCCCACAACGCTCTCACCGGCGACGCGTCCGTGTTCTTCGGC 
F  L  Q  V  D  L  S  H  N  A  L  T  G  D  A  S  V  F  F  G  
AGGACAAAGGAGCTGCAAAGCATTGACCTGTCCCACAACGCCCTCAGCTTCGACCTCTCC 
R  T  K  E  L  Q  S  I  D  L  S  H  N  A  L  S  F  D  L  S  
GGCGTGGAGTTCCCGGAGGAGATGCAAGCCATGGATGCGAGCCACAACGCCATCCGCGGC 
G  V  E  F  P  E  E  M  Q  A  M  D  A  S  H  N  A  I  R  G  
GGCATCCCAGCGCAGGTGGCGAATGTATCGAACCTGCGGCAGTTCAACGTGAGCTACAAC 
G  I  P  A  Q  V  A  N  V  S  N  L  R  Q  F  N  V  S  Y  N  
AAGCTGTGCGGCCAGGTTCCGGCCGCCTTGGCGAGGTTGGATGTCTACAACTTCCAGCAC 
K  L  C  G  Q  V  P  A  A  L  A  R  L  D  V  Y  N  F  Q  H  
AACAAGTGCCTCTGCGGCGCCCCACTCCCAAATCCATGCAAGAAATAA 
N  K  C  L  C  G  A  P  L  P  N  P  C  K  K 
 
Figura 28 Tapgip3 interrotta dal retrotrasposone Ikeros. In corsivo sono evidenziati gli LTR, in 
grassetto il sito target duplicato, sottolineato la delezione puntiforme che causa mutazione frame 
shift ed in grigio il tratto di polipurina e il tratto per il sito di legame al primer. 
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Effettuando analisi BLAST, utilizzando per la ricerca la sequenza parziale dell’inserto presente 
nella Tdpgip3 (rispettivamente 750 bp e 786 bp della porzione 5’ e 3’), nella banca dati TREP 
(http://wheat.pw.usda.gov/ggpages/ITMI/Repeats/index.shtml) è emerso che questa sequenza 
mostra similarità significativa solo con il retrotrasposone di orzo [Long Terminal Repeat (LTR), 
copia] Ikeros [AY853252 (3e-48) e 102J11-1 (1e-19)]. 
Inoltre un’analisi BLAST effettuata sull’ NCBI (International Nucleotide Sequence Databases) 
rivela una sequenza EST di T. monococcum (BQ803304) che mostra circa il 90% di identità. Un 
confronto più dettagliato tra la sequenza e l’elemento Ikeros, insieme alle analisi delle 
caratteristiche strutturali (sito di legame al primer e il tratto di polipurina) indicano che il 
retrotrasposone è orientato in maniera opposta rispetto alla regione codificante della Tdpgip3. 
Le dimensioni delle LTR del retrotrasposone sono di 373 bp (5’ LTR) e 367 bp (3’ LTR), sono 
orientate nella stessa direzione e sono fiancheggiate da un sito target duplicato di 5 bp (Fig. 28-
29). Gli LTR mostrano il 92% di identità di sequenza, l’ LTR in 5’ è più lungo dell’altro perché 
mostra due indel, uno di una singola base, e l’altro di quattro basi aggiuntive e presenti alla fine 
della sequenza che sono assenti nell’LTR in 3’ (Fig. 29).  
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ORIGIN 
LTR 5'     TGATAGATCCTATGGATCGTGGTAGGCTAAATCTTTCCGG     40 
LTR 3'     .GATAGATCCTATGGATCGTGGTAGGCTAgATaTTTCCGG     39 
Consensus   gatagatcctatggatcgtggtaggcta at tttccgg 
 
LTR 5'     TAACCTACCTTCCTTGGGTGCGGATGAGCTCGATCCAGAG     80 
LTR 3'     TAACCTACCTTCCTTGGGTGCGGATGAGCTCGATCCAGAG     79 
Consensus  taacctaccttccttgggtgcggatgagctcgatccagag 
 
LTR 5'     CCGTCCATGGTGATGTAGGGGCCGGTGATCGCAGAGGGAT    120 
LTR 3'     CCGgCCATGGTGATGTAGGGGCCGGTGATCGCAGAGGGAT    119 
Consensus  ccg ccatggtgatgtaggggccggtgatcgcagagggat 
 
LTR 5'     CGAGATGGAGAGGTGGCAGTGGTGCTTCCCGTGAGTACTG    160 
LTR 3'     CGAGATGGAGAGGTGGtAGTGGTGCTTCCCGTGAGcACTG    159 
Consensus  cgagatggagaggtgg agtggtgcttcccgtgag actg 
 
LTR 5'     CGATTACCCTAGATCGAAAAGGGATATCTGTGGGAAGTCT    200 
LTR 3'     CGATTgCCCTAGATCGAAAgGGGATATCaGTGGGgAGTCT    199 
Consensus  cgatt ccctagatcgaaa gggatatc gtggg agtct 
 
LTR 5'     GGCGGTGCGGTGAACCTCGTACCGTGCGTCCCGGCCCCCA    240 
LTR 3'     GGCGGcGCGGTGAACCTCGTACCGTGCGcCCCaGCCCCCA    239 
Consensus  ggcgg gcggtgaacctcgtaccgtgcg ccc gccccca 
 
LTR 5'     CCTCTTTATATATTGCAGGTCACAGGGGCCCACTAACCGA    280 
LTR 3'     CCTCTTTATATATcGCAGGTCACAGGGGCCCACcAACC.A    278 
Consensus  cctctttatatat gcaggtcacaggggcccac aacc a 
 
LTR 5'     TAGAACGGTTGGGCGCCCCCGATCAAGGCGTGAATAGATC    320 
LTR 3'     TAGAACGGTTGGGCGCCCCCGATCAgaGCGTGAATAGATt    318 
Consensus  tagaacggttgggcgcccccgatca  gcgtgaatagat 
 
LTR 5'     AGGGCCCGATGGGCCGTTGAGTCCACTCGGTGGAGAGATC    360 
LTR 3'     AGGaCCCGATGGGCCGcTGAGcCCACTCGGTGGAGAGATC    358 
Consensus  agg cccgatgggccg tgag ccactcggtggagagatc 
 
LTR 5'     AACCTAATACAGA                               373 
LTR 3'     AACCTAAcA....                               367 
Consensus  aacctaa a 
 
Figura 29 Allineamento fra le sequenze LTR in 5’ e 3’ del retrotrasposone senza il sito target di 
5bp. La sequenza LTR in 5’ è più lungo dell’altro perché mostra due indel. 
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3.1.7.5 INCIDENZA E VARIABILITA’ DEL RETROELEMENTO CHE 
INTERROMPE LA Tdpgip3 
 
Per verificare l’incidenza del retroelemento copia inserito nel gene Tdpgip3 del genoma A del 
frumento duro cv.Landon#65, abbiamo analizzato tramite PCR diversi genotipi di frumento 
selvatico e coltivato. A tal fine, abbiamo sviluppato due coppie di primer che amplificano la 
regione comprendente il sito di inserzione all’estremità 5’ e 3’ del retroelemento copia (Fig. 31). 
La coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH21R amplifica 850 bp comprendenti la porzione N-
terminale della Tdpgip3 e la regione 3’ LTR del retrotrasposone copia, mentre la coppia di 
primer PGIPWH18F/PGIPWH5R amplifica 823 bp comprendenti il 5’ LTR e la porzione C-
terminale della Tdpgip3 (Fig. 30-31). L’analisi è stata effettuata su 79 genotipi appartenenti a 16 
specie (Tab. 1 in materiali e metodi), e tutti i genotipi tranne le accessioni di T. monococcum 
hanno prodotto amplificati di 850 bp e 823 bp (Fig. 31). 
 
 
 
 
 
 
Figura 30 Schema del gene Tdpgip3 comprendente la regione di inserimento del retroelemento 
(indicato dalla linea). 
 
 
 
 
     
Fig 31  Gel di agarosio all’ 1,5% con gli ampliconi corrispondenti all’ estremità 5’ o 3’ del 
retroelemento LTR copia contenuto nella Tdpgip3 in differenti specie di frumento selvatico e 
coltivato. 1) T. urartu; 2) T. monococcum ssp. aegilopoides; 3) T. monococcum ssp. 
monococcum; 4) T. turgidum ssp. dicoccoides; 5) T. turgidum ssp. durum; 6) T. turgidum ssp. 
dicoccum; 7) T. turgidum ssp. turanicum; 8) T. turgidum ssp. carthlicum; 9) T. timopheevii ssp. 
armeniacum; 10) T. timopheevii ssp. timopheevii; 11) T. aestivum ssp. aestivum; 12) T. 
aestivum ssp. spelta; 13) T. aestivum ssp. shaerococcum; 14) T. aestivum ssp. macha; 15) T. 
aestivum ssp. compactum; 16) T. zhukovskyi. 
 
 
5’ 3’
PGIPWH1F PGIPWH5R PGIPWH21R PGIPWH18F 
850 bp 823 bp 
 
ATG TAA  3’  
LTR 
  5’ 
LTR 
 97
Inoltre per verificare la conservazione di sequenza del suddetto elemento, abbiamo sequenziato 
gli ampliconi specifici ottenuti da T. urartu PI 428315 (numero di accessione AM884191) (Fig. 
33), T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343 (numero di accessione AM884193) (Fig. 34), T. 
timopheevi ssp. timopheevii PI 221421 (numero di accessione AM884192) (Fig. 35), T. 
aestivum ssp. aestivum cv Chinese Spring (numero di accessione AM884194) (Fig. 36). Il 
confronto della sequenza nucleotidica tra gli LTR di questi genotipi, includendo T. turgidum 
ssp. durum cv Langdon ha mostrato ridotto polimorfismo di sequenza (identità >96.5%), che T. 
timopheevii ssp. timopheevii è la sequenza più distante (Tab. 3) ed inoltre una conservazione di 
sequenza al sito di inserzione del retrotrasposone che interrompe questi genotipi (Fig. 32). 
Utilizzando le sequenze LTR disponibili e considerando la velocità di sostituzione sinonima tra 
queste sequenze di 1,3 E-8 (come proposto da Ma e Bennetzen 2004), abbiamo stimato il tempo 
di inserzione del retrotrasposone Ikeros. Tutte le stime effettuate hanno riportato ad un tempo di 
inserzione di 1,9 milioni di anni fa.  
 
 
     |     LRR pgip3  |       3’ LTR     copia retroelement   5’  LTR     |    LRR  pgip3  | 
LDN  CTGACCAAGCTCGAAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGT--//--GGTGGAGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTC 
TU   CTGACCAAGCTCGGAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGT--//--GGTGGAGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTC 
DIC  CTGACCAAGCTCGGAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGT--//--GGTGGTGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTC 
TIM  CTGACCAAGCTCGGAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGT--//--GGTGGAGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTC 
CS   CTGACCAAGCTCGGAGTGATAGATCCTATGGATCGTGGT--//--GGTGGTGAGATCAACCTAATACAGAGAACTCACCCTCTCCTC 
     ************* *************************      ***** ************************************ 
 
Figura 32 Confronto nucleotidico tra i diversi geni pgip3 al sito di inserzione del retroelemento. 
Il retrotrasposone copia interrompe la regione codificante nella stessa posizione (all’inizio 
del 4th LRR) e mostra conservazione di sequenza al sito di inserzione. LDN, T. turgidum 
ssp. durum cv Langdon; TU, T. urartu PI 428315; DIC, T. turgidum ssp. dicoccoides 
MG4343; TIM, T. timopheevii 221421; CS, T. aestivum ssp. aestivum cv Chinese 
Spring.In grigio è evidenziato il sito target duplicato. 
 
 
Tabella 3 . Distanze genetiche basate sulle sequenze nucleotidiche degli LTR presenti nella 
pgip3 di più specie. TU, T. urartu; DIC, T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343; LDN, T. 
turgidum ssp. durum cv. Langdon; CS, T. aestivum spp. aestivum cv. Chinese spring; TIM, T. 
timopheevii ssp. timopheevii.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TU 0     
DIC 0.018 0    
LDN 0.024 0.024 0   
CS 0.023 0.020 0.011 0  
TIM 0.035 0.032 0.035 0.030 0 
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SEQ  pgip T. urartu PI 428315 (AM884191): 1564 bp; 
Composition 286 A; 488 C; 385 G; 305 T; 100 OTHER 
Percentage:  18.3% A; 31.2% C; 24.6% G; 19.5% T; 6.4%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 480.83    dsDNA: 964.4      
ORIGIN 
1      CTCCTCCTCC TCGACGGAGC GGTCATCGCC TCCACCAAGA ATAACAAAGA CTGCCACCCA 
61     AGCGATAAGG CCGCGCTTCT CGTTGTCAAG TCTGCCTTCG GCAACCAGAG CCACTTCGCC 
121    TCGTGGACTC CTTCCACCCC GTGCTGCGAA CGGCACGACG CCACTTGCAA CGACGCCGGT 
181    CACGTCATCT CCCTCCTCTT CTTCGTGGAT TTCACCCTTA CGGGCACCAT CCCGGACGCC 
241    ATGTCCGGCC TCATCGAGCT TCTCGTCCTC AACCTCTATT ACCTCCCGGC CATCTCCGGC 
301    CATATCCCCA AGGGAATCGC CAAGCTATCC AAACTCACCT CGCTCAGCAT CTCTCTCACC 
361    TCTGTTTCGG GCCCCGTTCC GTCCTTCCAG GGCGCACTGA CCAAGCTCGG AGTGATAGAT 
421    CCTATGGATC GTGGTAGGCT AGATCTTTCC GGTAACCTAC CTTCCTTGGG TGCGGATGAG 
481    CTCGATCCAG AGCCGGCCAT GGTGATGTAG GGGCTGGTGA TCGCAGAGGG ATCGAGATGG 
541    AGAGGTGGCA GTGGTGCTTC CCGTGAGCAC TGCGATTGCC CTAGATCGAA AGGGGATATC 
601    AGTGGGGAGT CTGGCGGCGC GGTGAACCTC GTACCATGCG CCCCGGCCCC CACCTCTTTA 
661    TATATCGCAG GTCACAGGGG CCCACCATCC ATAGAACGGT TGGGCGCCCC CGATCAGGGC 
721    ACGAATAGAT CAGGGCCCGA TGGGNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
781    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
841    NNNNATCGTG GTAGGCTAGA TCTTTCCGGT AACCTACCTT CATTGGGTGC GGATGAGCTC 
901    GATCCAGAGC CGTCCATGGT GATGTAGGGG CCGGTGATCG CAGAGGGATC GAGATGGAGA 
961    GGTGGCAGTG GTGCTTCCCG TGAGCACTGC GATTGCCCTA GATTGAAAAG GAATATCTGT 
1021   GGGAAGTCTG GCGGCGCGGT GAACCTCGTA CCGTGCGTCC CGACCCCCAC CTCTTTATAT 
1081   ATCGCAGGTC ACAGGGGCCC ACTAACCATA GAACGGTTGG GCGCCCCCGG TCAAGGCGTG 
1141   AATAGATCAG GGCCCGATGG GCCGTTGAGT CCACTCGGTG GAGAGATCAA CCTAATACAG 
1201   AGAACTCACC CTCTCCTCCA ACTTCCTCTC CGGCACCATC CCGGCGGCGC TCGGGGGCCT 
1261   CCGTTACTTA GACTCCATCG ACCTCAGAAA CAACAGCCTC ACAGGCACCA TCCCGCCACT 
1321   CTTCTCCAAA TCCACTCTTC TCCCAGTCCT TTTGCTCTCC GACAACCACC TCTCCGGCTC 
1381   CATCCCGGCC GAGTTCGCTG CAGTCGGCTT CCTGCAAGTC GACCTCTCCC ACAACGCTCT 
1441   CACCGGCGAC GCGTCCGTGT TCTTCGGCAG GACAAAGGAG CTGCAAAGCA TTGACCTGTC 
1501   CCACAACGCC CTCAGCTTCG ACCTCTCCGG CGTGGAGTTC CCGGAGGAGA TGCAAGCCAT 
1561   GGAT 
 
Figura 33 Sequenza della Pgip di T. urartu e parte dell’inserto Ikeros (in grassetto), i siti 
duplicati target sono evidenziati in grigio.  
 
SEQ pgip T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343 (AM884193): 1651 bp; 
Composition 314 A; 506 C; 396 G; 335 T; 100 OTHER 
Percentage:  19.0% A; 30.6% C; 24.0% G; 20.3% T; 6.1%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 507.54    dsDNA: 1018.0     
ORIGIN 
1      TCATCGCCTC CACCAAGAAT AACAAAGACT GCCACCCAAG CGATAAGGCC GCGCTTCTCG 
61     TTGTCAAGTC TGCCTTCGGC AACCAGAGCC ACTTCGCCTC GTGGACTCCT TCCACCCCGT 
121    GCTGCGAACG GCACGACGCC ACTTGCAACG ACGCCGGTCA CGTCATCTCC CTCCTCTTCT 
181    TCGTGGATTT CACCCTTACG GGCACCATCC CGGACGCCAT GTCCGGCCTC ATCGAGCTTC 
241    TCGTCCTCAA CCTCTATTAC CTCACGGCCA TCTCCGGCCA TATCCCCAAG GGAATCGCCA 
301    AGCTATCCAA ACTCACCTCG CTCAGCATCT CTCTCACCTC TGTTTCAGGC CCCGTTCCGT 
361    CCTTCCTGGG CGCACTGACC AAGCTCGGAG TGATAGATCC TATGGATCGT GGTAGGCTAG 
421    ATCTTTCCGG TAACCTACCT TCCTTGGGTG CGGATGAGCT CGATCCAAAG CCGGCCATGG 
481    TGATGTAGGG GCCGGTGATC GCAGAGGGAT CGAGATGGAG AGGTGGCAGT GGTGCTTCCC 
541    ATGAGCACTG CGATTGCCCT AGATCGAAAG GGGATATCAG TGGGGAGTCT GGCGGCGCGG 
601    TGAACCTCGT ACCGTGCGCC CCGGCCCCCA CCTCTTTATA TATCGCAGGT CATAGGGGCC 
661    CACCAACCAT AGAACGGTTG GGCGCCCCCG ATCAGGGCGC GAATAGATNN NNNNNNNNNN 
721    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
781    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNGG GCGGAGGGGA TCTATATTTC CTTCTCTGTT 
841    TTATCTTTTT TACCGAAAAA CATCTAACCA AGATGGCCTC ATACCATTGA TAGATCCTAT 
901    GGATCGTGGT AGGCTAGATC TTTCCGGTAA CCTACCTTCC TTGGGTGCGG ATGAGCTCGA 
961    TCCAGAGCCG TCCATGGTGA TGTAGGGGCC GGTGATCGCA GAGGGATCGA GATGGAGAGG 
1021   TGGCAGTGGT GCTTCCCGTG AGCACTGTGA TTGCCCTAGA TTGGAAAGGA ATATCTGTGG 
1081   GAAGTCTGGC GGCGCGGTGA ACCTCGTACC GTGCGTCCCG GCCCCCACCT CTTTATATAT 
1141   CGCAGGTCAC AGGGGCCCAC TAACCATAGA ACGGTTGGGC GCCCCCCGAT CAAGGCGTGA 
1201   ATAGATCAGG GCCCGATGGG CCGTTGAGTC CACTCGATGG AGAGATCAAC CTAATACAGA 
1261   GAACTCACCC TCTCCTCCAA CTTCCTCTCC GGCACCATCC CGGCGGCGCT CGGGGGCCTC 
1321   CGTTACTTAG ACTCCATCGA CCTCAGAAAC AACAGCCTCA CAGGCACCAT CCCGCCACTC 
1381   TTCTCCAAAT CCACTCTTCT CCCAGTCCTT TTGCTCTCCG ACAACCACCT CTCCGGCTCC 
1441   ATCCCAGCCG AGTTCGCTGC AGTCGGCTTC CTGCAAGTCG ACCTCTCCCA CAACGCTCTC 
1501   ACCGGCGACG CGTCCGTGTT CTTCGGCAGG ACAAAGGAGC TGCAAAGCAT TGACCTGTCC 
1561   CACAACGCCC TCAGCTTCGA CCTCTCCGGC GTGGAGTTCC CGGAGGAGAT GCAAGCCATG 
1621   GATGCGAGCC AAAACGCCAT CCGCGGCGCT C 
 
Figura 34 Sequenza della Pgip di T .turgidum ssp. dicoccoides e parte dell’inserto Ikeros (in 
grassetto), i siti duplicati target sono evidenziati in grigio. 
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SEQ pgip T. timopheevi ssp. timopheevii PI 221421 (AM884192): 1605 bp; 
Composition 293 A; 497 C; 391 G; 324 T; 100 OTHER 
Percentage:  18.3% A; 31.0% C; 24.4% G; 20.2% T; 6.2%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 493.38    dsDNA: 989.7      
ORIGIN 
1      CTCCTCCTCC TCCTCCTCGG CGGAGCGGTC ATCGCCTCCA CCAAGAATAA CAAAGACTGC 
61     CACCCAAGCG ATAAGGCCGC GCTTCTCGTT GTCAAGTCTG CCTTCGGCAA CTAGAGCCAC 
121    TTCGCCTCGT GGACTCCTTC CACCCCGTGC TGCGAACGGC ACGACGCCAC TTGCAACGAC 
181    GCCGGTCGCG TCATCTCCCT CCTCTTCTTC GTGGATTTCA CCCTTACGGG CACCATCCCG 
241    GACGCCATGT CCGGCCTCAT CGAGCTTCTC GTCCTCAACC TCTATTACCT CCCGGCCATC 
301    TCCGGCCATA TCCCCAAGGG AATCGCCAAG CTATCCAAAC TCACCTCACT TAGCATCTCT 
361    CTCACCTCTG TTTCGGGCCC CGTTCCGTCC TTCCTGGGCG CACTGACCAA GCTCGGAGTG 
421    ATAGATCCTA TGGATCGTGG TAGCCTAGAT CTTTCCGGTA ACCTACCTTC CTTGGGTGTG 
481    GATGAGCTCG ATCCAGAGCC GGCCATGGTG ATGTAGGGGC CGGTGATCGC AAAGGGATCG 
541    AGATGGAGAG GTGGCAGTGG TGCTTCCCGT GAGCACTGCG ATTGCCCTAG ATCGAAAGGG 
601    GATATCAATG GGGAGTCTGG CGGCGCGGTG AACCTCGTAC CGTGCGCCCC GGCCCCCACC 
661    TCTTTATATA TCGCAGGTCA CAGGGGCCCA CCAACCATAG AACGGTTGGG CGCCCCCGAT 
721    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
781    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN TTAATCAAAG GAAGCAGATA 
841    CCATTGATAG ATCCTATGGA TCGTGGTAGG CTAGATCTTT CCGGTAACCT ACCTTCCTTG 
901    GGTGCGGATG AACTCGATCC AGAGCCGTCC ATGGTGATGT AGGGGCCGGT GATTGCAGAG 
961    GGATCGAGAT GGAGAGGTGG CAGGGGTGCT TCCCGTGAGC AATGCGATTG CCCTAGATTG 
1021   GAAAGGGATA TTTGTGGGAA GTCTGGCGGC GCGGTGAACC TTGTTCTGTG CGTTCCGGCC 
1081   CCCCCCTCTT TATATATTGC AGGTCACAGG GGCCCACTAA CCATAGAACG GTTGGGCGCC 
1141   CCCCGATCAA GGCGTGAATA GATCAGGGCC CGATGGGCCG TTGAGTCCAC TCGGTGGAGA 
1201   GATCAACCTA ATACAGAGAA CTCACCCTCT CCTCCAACTT CCTCTCCGGC ACCATCCCGG 
1261   CGGCGCTCGG GGGCCTCCGT TACTTAGACT CCATTGACCT CAGAAACCAC AGCCTCACAG 
1321   GCACCATCCC GCCACTCTTC TCCAAATCCA CTCTTCTCCC AGTCCTTTTG CTCTCCGACA 
1381   ACCACCTCTC CGGCTCCATC CCGGCCGAGT TCGCTGCAGT CGGCTTCCTG CAAGTCGACC 
1441   TCTCCCACAA CGCTCTCACC GGCGACGCGT CCGTGTTCTT CGGCAGGACA AAGGAGCTGC 
1501   AAAGCATTGA CCTGTCCCAC GACGCCCTCA GCTTCGACCT CTCCGGCGTG GAGTTCCCGG 
1561   AGGAGATGCA AGCCATGGAT GCGAGCCACA ACGCCATCCG CGGCG 
 
Figura 35 Sequenza della Pgip di T. timopheevii ssp. timopheevii e parte dell’inserto Ikeros (in 
grassetto), i siti duplicati target sono evidenziati in grigio. 
 
SEQ pgip T. aestivum ssp. aestivum cv Chinese Spring (AM884194): 1649 bp; 
Composition 302 A; 510 C; 414 G; 321 T; 102 OTHER 
Percentage:  18.3% A; 30.9% C; 25.1% G; 19.5% T; 6.2%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 507.22    dsDNA: 1016.8     
ORIGIN 
1      TCTCCTCCTC CTCGGCGGAG CGGTCATCGT CTCCGCCGAG AATAACAAAG ACTGCCACCC 
61     AAGCGATAAG GCCGCGCTTC TCGTTGTCAA GTCTGCCTTC GGCAACCAGA GCCACTTTGC 
121    CTCGTGGACT CCTTCCACCC CGTGCTGCGA ACGGCACGAC GCCACTTGCA ACGACGCCGG 
181    TCGCGTCATC TCCCTCCTCT TCTTCGTGGA TTTCACCCTT ACGGGCACCA TCCCGAACGC 
241    CATGTCCGGC CTCGTCGAGC TTCTCGTCCT CAACCTCTAT TACCTCCCGG CCATCTCCGG 
301    CCATATCCCC AAGGGAATCG CCAAGCTATC CAAACTCACC TCGCTCGGCA TCTCTCTCAC 
361    CTCCGTTTCG GGCCCCGTTC CGTCCTTCCT GGGCGCACTG ACCAAGCTCG GAGTGATAGA 
421    TCCTATGGAT CGTGGTAGGC TAGATATTTC CGGTAACCTA CCTTCCTTGG GTGCGGATGA 
481    GCTCGATCCA GAGCCGGCCA TGGTGATGTA GGGGCCGGKG ATCGMAGAGG GATCGAGATG 
541    GAGAGGTGGC AGTGGTGCTT CCCGTGAGCA CTGCGATTGC CCTAGATCGA AAGGGGATAT 
601    CAGTGGGGAG TCTGGCGGCG CGGTGAACCT CGTACCGTGC GCCCCGGCCC CCACCTCTTT 
661    ATATATCGCA GGTCACAGGG GCCCACCAAC CATAGAACGG TTGGGCGCCC CCGATCAGGG 
721    CGCGAATAGA TCAGGGCCCG ATGGGCCGTG AGCCCACTCG GTGANNNNNN NNNNNNNNNN 
781    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN 
841    NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNAACCAA GATGGCATGA TACCATTGAT AGATCCTATG 
901    GATCGTGGTA GGCTAGATCT TTCCGGTAAC CTACCTTCCT TGGGTGCGGA TGAGCTCGAT 
961    CCAGAGCCGT CCATGGTGAT GTAGGGGCCG GTGATCGTAG AGGGATCGAG ATGGAGAGGT 
1021   GGCAGTGGTG CTTCCCGTGA GTACTGCGAT TACCCTAGAT CGGAAAGGGA TATCTGTGGG 
1081   AAGTCTGGCG GCGCGGTGAA CCTCGTACCG TGCGTCCCGG CCCCCACCTC TTTATATATT 
1141   GCAGGTCACA GGGGCCCACT AACCATAGAA CGGTTGGGCG CCCCCGATCA AGGAGTGAAT 
1201   AGATCAGGGC CCGATGGGCC GTTGAGTCCA CTCGGTGGAG AGATCAACCT AATACAGAGA 
1261   ACTCACCCTC TCCTCCAACT TCCTCTCCGG CACCATCCCG GCGGCGCTCG GGGGCCTCCG 
1321   TTACTTAGAC TCCATCGACC TCAGAAACAA CAGCCTCACA GGCACCATCC CGCCACTCTT 
1381   CTCCAAATCC ACTCTTCTCC CAGTCCTTTT GCTCTCCGAC AACCACCTCT CCGGCTCCAT 
1441   CCCAGCCGAG TTCGCTGCAG TCGGCTTCCT GCAAGTCGAC CTCTCCCACA ACGCTCTCAC 
1501   CGGCGACGCG TCCGTGTTCT TCGGCAGGAC AAAGGAGCTG CAAAGCATTG ACCTGTCCCA 
1561   CAACGCCCTC AGCTTCGACC TCTCCGGCGT GGAGTTCCCG GAGGAGATGC AAGCCATGGA 
1621   TGCGAGCCAA AACGCCATCC GCGGCGCTC 
 
Figura 36 Sequenza della Pgip di T. aestivum ssp. aestivum cv. Chinese Spring e parte 
dell’inserto Ikeros (in grassetto), i siti duplicati target sono evidenziati in grigio. 
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3.2 MAPPAGGIO GENETICO DEL LOCUS Pgip IN FRUMENTO 
3.2.1 ANALISI DELLA POPOLAZIONE RIL T. durum cv: MESSAPIA X T. 
dicoccoides MG4343 
 
Per mappare il locus Pgip nel genoma di T. turgidum, abbiamo tenuto conto del polimorfismo 
riscontrato tra i genotipi tetraploidi T. turgidum ssp. durum cv. Messapia e T. turgidum ssp. 
dicoccoides MG4343 di cui sono disponibili delle linee RIL (Recombinant Inbred Lines) 
(Blanco et al. 2004). Le PCR effettuate con la coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH1R sui 
genotipi parentali Messapia e MG4343 hanno prodotto ampliconi di diversa dimensione, 
rispettivamente di 1 kbp e 1,5 kbp. La popolazione RIL, costituita da 65 genotipi, è stata 
analizzata per PCR con la stessa combinazione di primer ed i dati di segregazione sono stati 
integrati nella mappa di frumento duro (Blanco et al. 2004). Sulla base di questa analisi è stato 
determinato che la Pgip mappa sul braccio corto del cromosoma 7B, 17,5 cM dal centromero tra 
XS13M50(330) e Xmgb105s [XS13M50(330)- 5,0 – PGIP - 11,7 - Xmgb105s) (Fig. 37)  
                                         
Figura 37 Tratta da Blanco et al., 2004 e modificata al fine di indicare la posizione di mappa 
della Tdipgip1, localizzata sul braccio corto del cromosoma 7B, 17,5 cM dal centromero tra 
XS13M50(330) e Xmgb105s [XS13M50(330)- 5,0 – PGIP - 11,7 - Xmgb105s).  
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3.2.2 CARATTERIZZAZIONE DEL GENE Tdipgip1a DI T. turgidum ssp. 
dicoccoides MG4343 
 
La differente dimensione degli ampliconi ottenuti da MG4343 e Messapia è stata confermata 
anche mediante analisi di Southern blot utilizzando come sonda il gene Tapgip1 ed eseguita 
dopo digestione con EcoRI (Fig. 38). Inoltre, dalla sequenza nucleotidica dell’amplicone di 1,5 
Kbp ottenuto dall’MG4343 è emersa una quasi perfetta identità con il gene Tapgip1 (solo due 
sostituzioni nucleotidiche una sinonime ed una non sinonima), ad eccezione della presenza di 
una inserzione di 463 bp che interrompe la regione codificante di questo gene. L’inserzione è 
presente nel 6° LRR e da origine ad un codone di stop 222 bp a valle del sito di inserzione. 
Questo gene interrotto è stato chiamato Tdipgip1a (numero di accessione AM884195) (Fig. 39). 
La sequenza nucleotidica dell’inserto è stata utilizzata per effettuare un’analisi BLAST nella 
banca dati TREP ma non è stata trovata nessuna sequenza simile. Al contrario, quando l’analisi 
BLAST è stata effettuata nell’ NCBI (nr, est, gss e htgs) sono state trovate alcune sequenze con 
similarità significativa (E<1e-3) (Tab. 4). 
Un’analisi self BLAST [Blast a 2 sequenze, Tatusova e Madden (1999)] ha mostrato che 
l’inserto ha una struttura palindromica nella regione centrale che può essere estesa all’estremità 
usando parametri meno stringenti (match/mismatch uguale a 2/-3 e 3/-4). 
L’inserto è fiancheggiato su ciascun lato da una ripetizione perfetta di 10 bp (GACCGAGTTC), 
una appartenente alla Tdipgip1a, l’altra appartenente all’inserto. 
Data i) la natura ripetitiva dell’inserto, ii) la struttura palindromica della sua sequenza, e iii) le 
10bp ripetute all’estremità (duplicazione del sito di inserzione), è stato concluso che l’inserto 
corrispondeva ad un elemento trasponibile di Classe II appartenente alla super famiglia Mutator. 
Dato che nessuna sequenza simile è stata trovata nella banca dati Triticeae Repetitive (TREP), e 
nessuna annotazione era disponibile per nessuna degli altri elementi identificati, l’inserto è stato 
considerato come un nuovo elemento ed è stato chiamato Vacuna. 
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Figura 38 Profilo di ibridazione della sequenza Pgip in frumento selvatico e coltivato. L’analisi 
Southern blotting è stata effettuata su DNA genomico (10 μg) digerito con EcoRI ed ibridato 
con la Tapgip1 marcato con la digossigenina. 1) T. aestivum ssp. aestivum cv. Chinese spring; 
2) T. turgidum ssp. durum cv. Langdon; 3) T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343. 
 
 
 
 
Tabella 4 Accessioni di sequenze che mostrano significativa similarità con l’elemento Vacuna 
inserito dentro il 6° modulo LRR del gene Tdipgip1a dell’accessione MG4343 di T. turgidum 
ssp. dicoccoides. 
n. di accessione  database Specie p Estensione* 
AF509534 Nr Aegilops tauschii 1e-25 Completa 
AF509533 Nr Ae. Tauschii 3e-17 Completa 
CT009585 Nr Triticum aestivum 3e
-11 Completa 
CT009588 Nr T. turgidum ssp. durum 3e
-11 Completa 
AY485644 Nr T. monococcum 1e-10 degenerata 
BJ253094 Est T. aestivum 1e-23 Parziale 
BE399054 Est T. aestivum 5e-07 Parziale 
CW991740 Gss T. aestivum 5e-30 Completa 
CL901384 Gss T. aestivum 1e-09 Parziale 
CG676595 Gss Ae. tauschii 2e-08 Parziale 
* Gli elementi completi sono fiancheggiati da una ripetizione di 10 bp; per gli elementi degenerati non è 
possibile determinare le estremità; gli elementi parziali sono incompleti per il fatto che la loro sequenza 
all’estremità non è disponibile. 
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SEQ  Tdipgip1a (AM884195): 1487 bp; 
Composition 355 A; 479 C; 289 G; 364 T; 0 OTHER 
Percentage:  23.9% A; 32.2% C; 19.4% G; 24.5% T; 0.0%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 455.28    dsDNA: 916.8      
ORIGIN 
1      ATGAGCACTC CACCCTCGGC ACATGCCTTC CTCGTCCTCC TCCTTCTCGT CCTCGCCGGA 
61     GCGGTCATCG CCTCCGCCGA GAATAACAAA GACTGTCACC CTAGCGATAA GGCCGCGCTC 
121    CTCGCCGTCA AGTCCGCCTT CGGCAATCAG AGCCACTTCG CCTCGTGGAC TCCTTCCACC 
181    CCGTGCTGCG ACTGGCACGA CATCACTTGC AACGACGCCG GTCGCGTCAT CATCCTCCTC 
241    TTCTTCGAGG ATGTCAACCT CACGGGCACC ATCCCGGACG CCATTTCCGG CCTCACCGAG 
301    CTTCTCGTCC TCAACCTCTA TTACCTCCCG GCCATCTCTG GCCCTATCCC CAAGGGAATC 
361    GCCAAGCTAT CCAAGCTCAC CTCGCTCTCC ATCTCTCTTA CCTCCGTTTC GGGCCCCATT 
421    CCGTCCTTCC TGGGCGCACT GACCAAGCTC AACGACCTCA CCCTCTCCTC CAACTCCCTC 
481    ACCGGCACCA TCCCGGCCTC GCTCGCGGGC CTCCGTTACT TAGACACCAT CGACCTCAGA 
541    AACAACCGTC TCACGGGCAC CATCCCGCCA CTCTTCTACA ACTCCAAATC CCCTATAATC 
601    TCGTACCTTT TGCTCTCCAA CAACCACCTC TCTGGCTCCA TCCCGACCGA GTTCGAATGC 
661    AGATTCTGTG AGCTTATGCA CCCGGGCCTC ACTATCCTAA CGCTCCATTG TTGCTTTGAG 
721    ATCTGTGCTA CACAACTACC TTATTACATG GAATTTTCTC TTTTTTGTTC CTCTCATATA 
781    AAACATGTCT TGAACTTCAA ACTTTGCAGT ACAACATAAC TTTGTAACTA GAATGTGAGA 
841    TAAAACTTTC AGATTTTTTT GTCCGACATA AATATGAAAA ATAAGATTTT TTAATCAAAT 
901    AAATCTCATT TTGTATATTT ATGTTGGACC AAAAAATCTG TAAGTTTTAT CCCACATTCT 
961    ACATAGAAAG CTTTGTTGTG CTGCAAAGTT GAAAGTACAA AAACATGTTC TATATGAGAG 
1021   AAACAAAAAA GAGAAAATTA TTTGCACGAA TCCTGATGCA AAAATGAGTG GTTGGATAAG 
1081   GAGTACCCGG GTGCATAGGC TCTAAAACAT GTTTTCGGAC CGAGTTCGCT GCAGTCGGCT 
1141   TCCAGTTCAT CGACCTCTCC CACAACGCTC TCACCGGCGA CGCGTCCGTG TTCTTCGGCA 
1201   GGACAAAGGA GCTAGAAAGC ATTAACCTGT CCCACAACGC CCTCAGCTTC GACCTCTCCA 
1261   GCGTGGAGTT CCCGGAGGAG ATGCAAGCCA TGGATGCGAG CTACAACGCC ATCCGCGGCG 
1321   GCATCCCAGC GCAGGTGGCG AATGTAACGA ACCTGCGGCA GTTCAACGTG AGCTACAACA 
1381   AGCTGTGCGG CCAGGTTCCG GCCGCCTTGG CGAGGTTGGA TGTCTACAAC TTCCAGCACA 
1441   ACAAGTGCCT CTGCGGTGCG CCCCTCCCAG ATCCATGCAA GAAATAA 
 
Figura 39 Sequenza della Tdipgip1a contenente il trasposone Vacuna (in grassetto). In grigio 
sono evidenziati i siti di inserzione duplicati 
 
 
3.2.3 INCIDENZA E VARIABILITA’ DELL’ELEMENTO Vacuna CHE 
INTERROMPE LA Tdipgip1a 
 
Per verificare l’incidenza dell’elemento Vacuna, abbiamo analizzato la pgip1 negli stessi 
genotipi di frumento diploide e poliploide (Tab. 1 dei materiali e metodi) già analizzati per il 
retrotrasposone copia. Quest’analisi è stata effettuata utilizzando la coppia di primer 
PGIPWH1F/PGIPWH1R e in tutti casi è stato ottenuto l’amplificato atteso (1 kbp), tranne che 
nell’accessione PI466960 di T. turgidum ssp. dicoccoides da cui è stato ottenuto un amplicone 
di 1,5 Kbp. Dall’analisi di sequenza nucleotidica dell’ amplicone in questione è stata dimostrata 
la presenza di un inserto all’inizio del gene Pgip (chiamato Tdipgip1b, numero d’accessione 
AM884196) (Fig. 40), e precisamente all’interno della sequenza codificante il peptide segnale. 
L’analisi della sequenza nucleotidica dell’inserto ha evidenziato la presenza di una perfetta 
ripetizione di 9 bp (TCGTCCTCC) che fiancheggia l’inserto, di cui una delle due appartenente 
alla Tdipgip1b, e l’altra all’inserto. La sequenza di questo inserto condivide con il trasposone 
Vacuna una identità del 78%, e il suo utilizzo in una ricerca BLAST ha identificato le stesse 
sequenze trovate con il trasposone Vacuna (Tab. 4). Dal confronto di tutte queste sequenze è 
stata estrapolata la sequenza consenso riportata nella figura 41. Dal confronto di tutte queste 
sequenze consenso con ciascun elemento è emerso che la percentuale di identità con ciascun 
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elemento è sempre più alta dell’ 80%, quindi come suggerito da Wicker et al. (2007) tutti questi 
elementi possono essere raggruppati nella stessa famiglia Vacuna. 
 
SEQ  466960: 1362 bp; 
Composition 318 A; 443 C; 262 G; 339 T; 0 OTHER 
Percentage:  23.3% A; 32.5% C; 19.2% G; 24.9% T; 0.0%OTHER 
 
Molecular Weight (kDa): ssDNA: 416.82    dsDNA: 839.7      
ORIGIN 
1      ATGAGCACTC CACCCTCGGC ACATGCCTTC CTCGTCCTCC TGGACGTGGA TTTTTAGAGC 
61     ATATGCATCC AGGCCCTGCT ATCCTAGCTC CCCAATATCG CTTTAAGATC CGTGCGGTAC 
121    AACTAAGTTT CTATACAAAA TTTTCTCTTT TTTGCTTCTC TCACATAGAA CATATCTTGA 
181    AGTTGGAACC TATGCAGGAT GGCAAAGCTT TCTAACTAGA ATCTAGGATA AATCTTTCAG 
241    ATTTTTTTGT CCGACGTAAA TACTAAAAAT ATGATTTTTT AATCAAAAAA AACGTATTTT 
301    GTATATTTAT GTTTGACAAA AAAATCTGTA CGATTTATCC TAGATTCTAC TCAGAAAGCT 
361    TTGTCACGCC GCATAGGTTT GAACTTCTAG ATATGTTCTA TGTGGGAGAA ACAAAAAAGA 
421    GAAATGTACT TGCACGGATC TTAAAGCAAA AAATGGATGG CTGGATAGAG AGGGCCTGGA 
481    TGCATATGCT CTAAAATATA TTTTCGTCGT CCTCCTCCTT CTCGTCCTCG CCGGAGCGGT 
541    CATCGCCTCC GCCGAGAATA ACAAAGACTG TCACCCTAGC GATAAGGCCG CGCTCCTCGC 
601    CGTCAAGTCC GCCTTCGGCA ATCAGAGCCA CTTCGCCTCG TGGACTCCTT CCACCCCGTG 
661    CTGCGACTGG CACGACATCA CTTGCAACGA CGCCGGTCGC GTCATCATCC TCCTCTTCTT 
721    CGAGGATGTC AACCTCACGG GCACCATCCC GGACGCCATT TCCGGCCTCA CCGAGCTTCT 
781    CGTCCTCAAC CTCTATTACC TCCCGGCCAT CTCTGGCCCT ATCCCCAAGG GAATCGCCAA 
841    GCTATCCAAG CTCACCTCGC TCTCCATCTC TCTTACCTCC GTTTCGGGCC CCATTCCGTC 
901    CTTCCTGGGC GCACTGACCA AGCTCAACGA CCTCACCCTC TCCTCCAACT CCCTCACCGG 
961    CACCATCCCG GCCTCGCTCG CGGGCCTCCG TTACTTAGAC ACCATCGACC TCAGAAACAA 
1021   CCGTCTCACG GGCACCATCC CGCCACTCTT CTACAACTCC AAATCCCCTA TAATCTCGTA 
1081   CCTTTTGCTC TCCAACAACC ACCTCTCTGG CTCCATCCCG ACCGAGTTCG CTGCAGTCGG 
1141   CTTCCAGTTC ATCGACCTCT CCCACAACGC TCTCACCGGC GACGCGTCCG TGTTCTTCGG 
1201   CAGGACAAAG GAGCTAGAAA GCATTAACCT GTCCCACAAC GCCCTCAGCT TCGACCTCTC 
1261   CAGCGTGGAG TTCCCGGAGG AGATGCAAGC CATGGATGCG AGCTACAACG CCATCCGCGG 
1321   CGGCATCCCA GCGCAGGTGG CGAATGTAAC GAACCTGCGG CA 
 
Figura 40 Sequenza della Tdipgip1b contenente il trasposone Vacuna (in grassetto). In grigio 
sono evidenziati i siti di inserzione duplicati. 
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Figura 41 Allineamento di sequenze tra gli elementi Vacuna (senza duplicazione del sito di 
inserzione) che interrompevano la Tdipgip1a (1), Tdipgip1b (2) e quelli completi trovati nel 
database: CT009585 e CT009588 (3), AF509533 (4), AF509534 (5), e CW991740 (6) Sequenza 
consenso (C). 
 
 
 
            10        20        30        40        50        60        70        80        90       100       110       120       130     
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C  ggacgcagattttt-agagcayttgcacccaggccctgctatcctggctctccaatattgctttaagatctgtgcgagacaactaactttbtatatgaaatttt-ctcttttttgtttctctcatataga  
1  gaatgcagattctg-tgagcttatgcacccgggcctcactatcctaacgctccattgttgctttgagatctgtgctacacaactaccttattacatggaatttt-ctcttttttgttcctctcatataaa  
2  ggacgtggattttt-agagcatatgcatccaggccctgctatcctagctccccaatatcgctttaagatccgtgcggtacaactaagtttctatacaaaatttt-ctcttttttgcttctctcacataga  
3  ggacgtggatttttttgaacatctgcacccgggcccagctatcctggctgtccaatattgctttaagatccgtgcaacacaactaactttctatatgaaatttt-ctcttttttgtttctctcacgtaga  
4  tgacgcagatttgt-agagcacttgcacccaggccctgctattctgactctccaatattgctttaagatttgtgcaagtcaactaacttcttatatgaaatttt-cgctttttcgtttctctcatataga  
5  ggaagcagattttt-agagcacttgcactctggccctgctatcctgactcttcaatattgctttaagatctgtgcgagaccactaacttcgtatatgaaatttt-ctcttttttgtctctctcatataga  
6  ggacgcagattttt-agagcacttgcacccatgccttgctatccttgtcctccaatattgctttaagatctgtgcgagacaactaaatttgtatatgcattttttctctttttcgtttctctcatataga  
 
           140       150       160       170       180       190       200       210       220       230       240       250       260     
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C  acatgtcttgaacttcaaac-tttgcagcgcggcaaaactttctaactagaatgtgggataaaactttcagaattttttgtccgacataaatactaaaaatatagatttttt--aatcaaataaaactta  
1  acatgtcttgaacttcaaac-tttgcagtacaacataactttgtaactagaatgtgagataaaactttcagatttttttgtccgacataaatatgaaaaata-agatttttt--aatcaaataaatctca  
2  acatatcttgaagttggaacctatgcaggatggcaaagctttctaactagaatctaggataaatctttcagatttttttgtccgacgtaaatactaaaaatat-gatttttt--aatcaaaaaaaacgta  
3  acatgtcttgaactcaaacc-tttgcagcgtggcaaaactttctttttagaatctaggataaatctttcagaattttttgtcaaacataaatatacaaaatat-gattttttt--atctagaaaatcata  
4  atatgttatgaacttcacac-tttgcagcgcagcgaaacttactaactagaatgtgggataaaactttctgaatttttcgtccaacataaatactaaaaatatatatatatt--aatgaaatgaaactta  
5  acacatcttgaacttcaaac-tttgcagcgcggcaaaacttactaaatagaatgtgggataaaactttcagcatttttcgtccgatgtaaatactaataata-agatttttttttatcaaataaaactta  
6  acatgttttgaacttcaaac-tttgcagcgcagcaaaacttactaattataatgtgagataaaaatttcagaatttttcgtccaacataaatactaaaaa-atatatatatt--aatcaaataaaactta  
 
           270       280       290       300       310       320       330       340       350       360       370       380       390     
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
C  ttttgtatatttatgttggacvaaaaaatctraaagatttatcctagattctaghtagaaagctttgctgtgctgcaaaggtttgaa--cttgaagac--------------------------------  
1  ttttgtatatttatgttggaccaaaaaatctgtaagttttatcccacattctacatagaaagctttgttgtgctgcaaag--ttgaaagtacaaaaac--------------------------------  
2  ttttgtatatttatgtttgacaaaaaaatctgtacgatttatcctagattctactcagaaagctttgtcacgccgcataggtttgaa--cttctagat--------------------------------  
3  atttgtatatttatatttgataaaaaaatctgaaagatttatcctagattctagatagaaaactttgccatgctacaaacgtttgaa--cttcaaaac--------------------------------  
4  ttttgtatatttatgttggacggaaaaatctaaaaaatttatcctagattctagctagaaagttttactgctctgcaaaggtttgaa--tttgaagac--------------------------------  
5  ttttgtatatttatgttggac-gaaaaatctaa-ttttttatcctagattctagttagaaagctttactgttctgcaaaggtttgaa--cttgaacac--------------------------------  
6  ttttttatatttatgttgggcggaaaaatctaaaaaaactatcctagattttagctagaaagctttactgttctgcaaaggttttaa--cttgaagactttactgttctgcaaaggttttaacttgaaga  
 
           400       410       420       430       440       450       460       470       480       490       500                 
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
C  -atgttctatgtgagagaaacaaaaaaagagaaatgtacttgcacggatcttgatgcgaagaatggatggctagataagagagggcctgggtgcaggtgctctaaaatatattttcg  
1  -atgttctatatgagagaaacaaaaaa-gagaaaattatttgcacgaatcctgatgc-aaaaatgagtggttggataag-gagtacccgggtgcataggctctaaaacatgttttcg  
2  -atgttctatgtgggagaaacaaaaa-agagaaatgtacttgcacggatcttaaagcaaaaaatggatggctggat-agagagggcctggatgcatatgctctaaaatatattttcg  
3  -atgttttatgtgagagaaacaaaaaaa-agaaatatgtttacatgaatcacgatgcgcagaatggatggctagata-gggaggacctgagtgcaggtgttctattatatgctttcg  
4  -acgttctatgtgagag--agaaaaaaagagaaatgtacttacacggatcttgatgcgaagaatggatggctagataagag-ggacctgggtgctggtgctctaagatatattttca  
5  -atgttttatgtgagagaaacaaaaaaagagaaatgtacttgcacggatcttgatgcgaagaatggatggctagataagag-gggcctgggtgcaggtgctctaaaatatattttcg  
6  catgttct--gtgatagaaacaaaaaa-gagaaatgtacttgcacggatcttgatacgaagaatggatggctagataagaggg-gcctaggtgtaggtgctctaaaatatatttttg  
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3.3 VARIABILITÀ DI SEQUENZA TRA LE PGIP DI FRUMENTO E RISO 
3.3.1 CONFRONTO DELLE SEQUENZE PROTEICHE DEDOTTE 
 
L’analisi degli allineamenti ottenuti fra le sequenze delle proteine mature dedotte dai geni Pgip 
isolati, ha mostrato che le PGIP di frumento formano un gruppo separato da quello di riso con 
una percentuale di similarità fra i due gruppi del 55%. Le PGIP di frumento mostrano fra loro 
invece un’alta identità di sequenza (88%) mentre le OsPGIP risultano separate in due distinti 
sottogruppi formati dalla coppia OsPGIP1/OsPGIP2 (con un identità del 58%) e dalla coppia 
OsPGIP3/OsPGIP4 (con il 77% di identità), che mostrano fra loro una percentuale di identità 
del 54% (Fig. 42A). Un risultato simile è stato ottenuto utilizzando per l’allineamento multiplo 
il metodo Neighbor-Joining, dove i gruppi che comprendono la TaPGIP e OsPGIP hanno un 
valore di “bootstrap”·≤55 (Fig. 42B). 
Inoltre per verificare la distribuzione della variabilità lungo la sequenza di queste proteine, 
abbiamo effettuato allineamenti fra le diverse regioni della proteina PGIP di riso e frumento. La 
determinazione delle regioni è basata sulla PGIP2 di fagiolo, di cui è nota la struttura 
cristallografica (Di Matteo et al., 2003) e che comprendono la regione N-terminale (regione B), 
la regione LRR con e senza i motivi xxLxLxx (rispettivamente la regione C e regione C-out), la 
porzione corrispondente ai motivi xxLxLxx con e senza residui amminoacidici idrofobici 
conservati (rispettivamente le regioni xxLxLxx e xx(L)x(L)xx), e la porzione C-terminal 
(regione D). Questa analisi rivela un profilo che alterna una percentuale differente di residui 
variabili e conservati tra le differenti regioni della TaPGIP1 e della TaPGIP2 (Tab. 5). In 
particolare, la regione xxLxLxx presenta una più pronunciata variazione comparandola alle 
regioni B, D e C. Per esempio la regione xx(L)x(L)xx mostra il 70% di identità di sequenza in 
contrasto con il 93% di identità della regione C-out (Tab. 5). La stessa analisi effettuata tra le 
PGIP di riso mostra una più uniforme variazione tra le differenti regioni, ad eccezione della 
coppia OsPGIP3/OsPGIP4 dove la regione xx(L)x(L)xx, similmente a quanto osservato tra la 
coppia TaPGIP1/TaPGIP2, mostra una maggiore variabilità (62,7%) in confronto ad esempio 
alla regione C- terminale (81,9%)(Tab. 6). 
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Figura 42 Il dendogramma basato sul metodo UPGMA (A) e Neighbor-Joining (B) mostra la 
relazione tra varie PGIP sia delle dicotiledoni sia della monocotiledoni. In questa analisi sono 
state utilizzate le proteine complete dedotte (specie di origine e numero di accessione tra 
parentesi) dalla sequenza nucleotidica. I numeri ai punti di ramificazione rapresentano l’identità 
in percentuale. Dicotiledoni: AdPGIP1 (Actinidia deliciosa, Z49063); AFP, (Daucus carota, 
AF055480); AtPGIP1, AtPGIP2 (Arabidopsis thaliana, AF229249, AF229250); BnPGIP1, 
BnPGIP2, BnPGIP3, BnPGIP4 (Brassica napus, AF529691, AF529693, AF531456, 
AF531457); CsPGIP1 (Citrus sinensis, Y08618); EgPGIP1 (Eucalyptus grandis, AF159167); 
GmPGIP1, GmPGIP2, GmPGIP3, GmPGIP4 (Glycine max, AJ972660 a AJ972663); LePGIP1 
(Lycopersicon esculentum, L26529); PcPGIP1 (Pyrus communis, L09264); PvPGIP1, PvPGIP2, 
PvPGIP3, PvPGIP4 (Phaseolus vulgaris, AJ786408 e AJ786411); Monocotiledoni: OsFOR1 
(Oriza sativa, AF466357); OsPGIP1, OsPGIP2, OsPGIP3, OsPGIP4 (Oryza sativa, AM180652 
e AM180655); TaPGIP1, TaPGIP2 (Triticum aestivum, AM180656, AM180657); TmPGIP1 (T. 
monococcum, AM180658); VvPGIP1 (Vitis vinifera, AF499451). 
AdPGIP1: 0.146
AtPGIP1: 0.115
BnPGIP2: 0.122
99
AtPGIP2: 0.152
50
BnPGIP1: 0.110
BnPGIP3: 0.108
100
BnPGIP4: 0.112
100
100
PvPGIP1: 0.095
PvPGIP2: 0.096
100
Gmpgip3: 0.123
100
PvPGIP3: 0.113
PvPGIP4: 0.119100
99
Gmpgip1: 0.159
Gmpgip2: 0.169100
100
OsFOR1: 0.315
Ospgip1: 0.227
OsPGIP2: 0.242
77
Tapgip1: 0.137
Tapgip2: 0.126
TmPGIP1: 0.12951
100
43
Ospgip3: 0.192
Ospgip4: 0.189100
99
98
100
DcAFP: 0.249
74
67
LePGIP1: 0.192
67
PcPGIP1: 0.085
EgPGIP1: 0.079
100
CsPGIP1: 0.144
94
49
VvPGIP1: 0.145
0.05
A DPGIP1
VVPGIP1
PCPGIP1
EGPGIP1
CSPGIP1
LEPGIP1
A TPGIP1
BNPGIP2
A TPGIP2
BNPGIP1
BNPGIP3
BNPGIP4
DCAFP
PVPGIP1
PVPGIP2
GM PGIP3
PVPGIP3
PVPGIP4
GM PGIP1
GM PGIP2
OSPGIP1
OSPGIP2
OSPGIP3
OSPGIP4
TA PGIP1
TA PGIP2
TM PGIP1
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Tabella 5 Confronto tra le sequenze proteiche mature dedotte della TaPGIP1 e della TaPGIP2. 
Sono indicati i valori di identità tra le proteine mature e tra le loro sub-regioni..  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
identità 
Proteina Matura 88.7% 
Regione B 94.2% 
Regione C 88.0% 
Regione C-Out 93.3% 
xxLxLxx 78.3% 
xx(L)x(L)xx 70.3% 
Regione D 84.0% 
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Tabella 6 Confronto tra le sequenze proteiche mature dedotte di riso. 
Sono indicati i valori di identità tra le proteine mature e tra le loro sub-regioni 
 
  OsPGIP1 OsPGIP2 OsPGIP3 
Proteina matura OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 54.0% -  
 OsPGIP3 49.1% 49.5% - 
 OsPGIP4 50.5% 51.0% 77.8% 
Regione B OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 45.9% -  
 OsPGIP3 41.4% 37.1% - 
 OsPGIP4 45.2% 33.3% 61.3% 
Regione C OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 55.3% -  
 OsPGIP3 50.4% 50.0% - 
 OsPGIP4 50.4% 52.8% 80.8% 
Regione C-Out OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 52.7% -  
 OsPGIP3 52.0% 49.7% - 
 OsPGIP4 52.3% 52.8% 81.9% 
xxLxLxx OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 60.6% -  
 OsPGIP3 40.8% 45.1% - 
 OsPGIP4 43.7% 50.7% 71.8% 
xx(L)xx(L)xx OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 58.8% -  
 OsPGIP3 39.2% 41.2% - 
 OsPGIP4 39.3% 41.2% 62.7% 
Regione D OsPGIP1 -   
 OsPGIP2 53.6% -  
 OsPGIP3 50.0% 66.7% - 
 OsPGIP4 60.0% 70.4% 76.0% 
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3.4 ANALISI TRASCRIZIONALE DELLE PGIP DI FRUMENTO E RISO  
3.4.1 ESPRESSIONE DELLE Tapgip NEI DIVERSI TESSUTI DELLA PIANTA 
 
Dal momento che nel database EST erano presenti solo le sequenze corrispondenti al gene 
Ospgip1 e Tapgip1, abbiamo verificato, tramite analisi RT-PCR, l’espressione sia dei geni Pgip 
di frumento sia quelli di riso nei tessuti durante la normale crescita e sviluppo della pianta. Le 
analisi sono state effettuate mediante RT-PCR utilizzando i primer specifici sviluppati 
precedentemente per i tre geni Pgip di frumento, mentre per l’analisi di riso sono state 
sviluppate delle combinazioni di primer specifiche per ciascuno dei quattro geni isolati. Le 
analisi RT-PCR sono state effettuate sugli RNA estratti da radici, foglie e spighe. 
L’amplificazione degli RNA di frumento (T. aestivum ssp. aestivum cv. Chinese Spring) ha 
mostrato che la Tapgip1 e la Tapgip2 sono espressi in tutti i tessuti esaminati (foglie, spighe e 
radici), mentre come atteso, la Tapgip3 non è espressa (Fig. 43). Per quanto riguarda invece gli 
RNA di riso (Oryza sativa) è emerso che solo l’Ospgip1 e, meno intensamente, l’Ospgip4 sono 
espressi in radici, foglie e spighe, mentre l’Ospgip3 è pochissimo espresso in tutti e tre tessuti e 
l’Ospgip2 è espressa solo nelle radici (Fig. 43). 
                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43 Diversa espressione dei geni Pgip di riso e frumento in differenti tessuti. L’ RT–PCR 
sono state effettuate su RNA totale usando dei primer gene-specifici e i prodotti amplificati 
sono stati frazionati su gel di agarosio al 2%. La grandezza attesa degli ampliconi è la seguente: 
Ospgip1, 137 bp; Ospgip2, 315 bp; Ospgip3, 102 bp; Ospgip4, 106 bp; Tapgip1, 219 bp; 
Tapgip2, 213 bp; 18SRNA (18S), 180 bp. Spighe (S); foglie (L); radici (R). 
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3.4.2 ANALISI DELL’ESPRESSIONE DEL GENE Tdipgip1a DI T. dicoccoides 
 
Dopo aver verificato che il gene Tapgip3 è inattivo, abbiamo anche verificato il probabile 
silenziamento del gene Tdpgip1, effettuando delle RT-PCR sull’RNA totale estratto dalla pianta 
di T. dicoccoides MG4343. Inoltre, dato che questo genotipo possiede il genoma AABB, 
abbiamo verificato nuovamente l’espressione della pgip3, utilizzando i primer specifici per la 
Tapgip3, dopo aver dimostrato che questi primer erano in grado di produrre un amplicone 
specifico utilizzando come stampo il DNA di T. dicoccoides MG4343. Come era atteso, sia la 
coppia di primer PGIPWH1F/PGIPWH10R, specifica per la pgip1, che la coppia 
PGIPWH1F/PGIPWH12R, specifica per la pgip3, non ha prodotto alcun amplificato (Fig. 44). 
                                                      
Figure 44. Analisi trascrizionale dei geni Pgip in piantine di frumento. RT-PCR è stata 
effettuata su RNA totale utilizzando coppie di primer gene-specifici e i prodotti amplificati sono 
stati frazionati su gel di agarosio al 2%. 1), e 2) RT-PCR con la coppia di primer 
PGIPWH1F/PGIPWH12R, specifica per il gene pgip3; 3), e 4) RT-PCR con la coppia di primer 
PGIPWH1F/PGIPWH10R, specifica per il gene  pgip1; 5) e 6) RT-PCR con la coppia di primer 
TaACTINF/TaACTINR, specifica per il gene dell’actina di frumento (controllo). Le linee 1, 3, 
5 contengono T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343; Le linee 2, 4, 6 contengono T. turgidum 
ssp. durum cv Svevo. Sia i trascritti pgip1 che pgip3 sono assenti in T. turgidum ssp. 
dicoccoides MG4343, mentre solo il pgip3 è assente in T. turgidum ssp. durum cv Svevo, quello 
relativo alla pgip1 è presente. 
 
 
3.4.3 ANALISI DELL’ATTIVITA’ PGIP IN T. dicoccoides 
 
La disponibilità dei genotipi di T. turgidum ssp. dicoccoides MG4343 e PI466960, con entrambi 
i geni Pgip (pgip1 e pgip3) silenziati, hanno reso possibile la verifica dell’ eventuale presenza di 
attività PGIP ascrivibile ad altre componenti. In tabella 7 sono riportate le attività inibitorie 
riscontrate in questi genotipi ed in genotipi di controllo (T. turgidum ssp. dicoccoides PI478707 
e T. turgidum ssp .durum cv. Svevo), che presentano solo il gene pgip3 silenziato, contro la PG 
di Aspergillus niger. Come si può osservare i due mutanti naturali per entrambi i geni Pgip 
mantengono attività inibitoria contro la PG di A. niger paragonabile a quella mostrata dagli altri 
due genotipi utilizzati come controllo. 
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Tabella 7 I numeri rappresentano i μg di estratto (ottenuto da piantine allo stadio Zadoks 12) 
necessari ad inibire del 50% l’attività delle PG di A. niger.  ∞ sta per non inibizione utilizzando 
15 μg di estratto proteico totale. In grigio sono evidenziati gli estratti ottenuti dai mutanti 
naturali per entrambi i geni Pgip. 
 
 
 
 
 
 
 
 
PG A.niger 
T.durum cv 
Svevo 4,5 
T.dicoccoides 
MG4343 11,7 
T.dicoccoides 
PI466960 4,5 
T.dicoccoides 
PI478707 13,9 
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3.4.4 ESPRESSIONE DELLE Tapgip IN SEGUITO AD INFEZIONE CON 
PATOGENI FUNGINI 
 
Mediante RT-PCR quantitativa è stato determinato il livello dei trascritti Tapgip1 e Tapgip2 a 
seguito dell’infezione con due patogeni fungini: Bipolaris sorokiniana e Fusarium 
graminearum. Le analisi di infezione con B. sorokiniana sono state effettuate su piantine di 
frumento tenero cv Bobwhite allo stadio di prima foglia (stadio Zadoks 11), mentre le infezioni 
con F. graminearum sono state effettuate su piante in fioritura (stadio Zadoks 68 e 71). In 
entrambe le infezioni si è registrata una leggera induzione dei due geni Pgip ai tempi analizzati. 
In particolare, l’induzione registrata a seguito dell’infezione con B. sorokiniana, mostrava un 
picco a 24 ore. A questo tempo, l’induzione della Tapgip1 e della Tapgip2 è risultata 
rispettivamente di 4 volte e 2,5 volte superiore rispetto controllo (campione trattato con acqua al 
tempo corrispondente) (Fig. 45). I livelli di induzione dei due geni Pgip a seguito dell’infezione 
con F. graminearum sono risultati simili a quelli ottenuti con B. sorokiniana. L’andamento del 
trascritto dei geni in seguito all’infezione con F. graminearum è stato analizzato 3 giorni dopo 
l’infezione, ed i livelli di induzione sono stati di 4 e 2 volte superiore rispetto al controllo 
rispettivamente per la Tapgip1 e Tapgip2 (Fig. 45).  
 
 
 
 
  A                                                                                B 
Figura 45 Nei grafici sono riportati i livelli di induzione della Tapgip1 e Tapgip2 rispetto al 
controllo (inoculato con acqua) a seguito dell’infezione di Bipolaris sorokiniana e Fusarium 
graminearum.Il livello del trascritto nel controllo è stato posto uguale ad 1. 
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3.5 ANALISI DELL’ATTIVITA’ INIBITORIA DI PRODOTTI CODIFICATI 
DAI GENI Pgip DI RISO E FRUMENTO 
3.5.1 ESPRESSIONE TRANSIENTE DELLA OsPGIP1 DI RISO IN Nicotiana 
benthamiana 
 
Tra i geni Pgip isolati, Ospgip1 presenta la variazione più evidente essendo priva del 7° modulo 
LRR. Per verificare se questa caratteristica è in grado di determinare delle alterazioni nelle 
proprietà inibitorie della proteina codificata, si è proceduto alla sua espressione transiente in 
Nicotiana benthamiana utilizzando il vettore PVX. 
Per l’infezione sono state utilizzate piante di circa 6 settimane che presentavano 2 o 3 palchi 
fogliari. In particolare per ogni pianta sono state inoculate due foglie facenti parte del secondo 
palco fogliare e situate in posizione opposta rispetto all’asse di simmetria radiale della pianta. 
Dopo circa due settimane dall’inoculo del virus, sulle piante sono comparsi i sintomi 
dell’infezione manifestati dalla eterogeneità nella pigmentazione nella superficie fogliare e da 
lievi increspature dei margini fogliari (Fig. 46). Tali sintomi sono stati riscontrati sia sulle foglie 
inoculate direttamente con il virus, sia su quelle non inoculate, a dimostrazione dell’avvenuta 
infezione sistemica da parte del virus. 
Gli estratti proteici totali sono stati sottoposti sia ad analisi Western blot per determinare la 
presenza della proteine OsPGIP1, sia a saggi di inibizione per evidenziare l’eventuale attività 
inibitoria nei confronti delle PG fungine. 
L’analisi di Western blot, effettuata utilizzando un anticorpo policlonale ottenuto contro la PGIP 
di fagiolo, ha evidenziato la presenza di un polipeptide delle dimensioni attese per l’ OsPGIP1 
(Fig. 47). 
 
 
                
         (A)                                                                      (B) 
Figura 46 Pianta di Nicotiana benthamiana prima (A) e dopo l’infezione (B) con il costrutto 
PVX. Si possono osservare i caratteristici sintomi dell’infezione da PVX quali eterogeneità 
nella pigmentazione e increspature fogliari. 
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Figura 47 Analisi Western blot effettuata sull’ estratto proteico totale di N .benthamiana 
infettata con il Pvx-Ospgip1 (1) o con il PVX201 (vettore vuoto) (2). L’analisi è stata effettuata 
con l’anticorpo policlonale per la PGIP di fagiolo. 
 
3.5.1.1 SAGGI DI INIBIZIONE DELLA OsPGIP1 CONTRO LE PG FUNGINE 
 
Gli estratti proteici totali di piante di N. benthamiana infettate con il costrutto PVX-Ospgip1 
sono stati utilizzati in saggi di inibizione effettuati contro cinque PG di funghi patogeni (Tab. 8). 
Come controllo positivo per i saggi di inibizione sono stati utilizzati degli estratti proteici totali 
ottenuti da piante infettate con il costrutto PVX-Gmpgip3, data la capacità della proteina di 
inibire le 5 PG prese in considerazione (D’Ovidio et al., 2006), mentre come controllo negativo 
sono stati utilizzati degli estratti proteici totali di piante di N. benthamiana infettate con il 
PVX201. 
Sia l’estratto proteico totale contenente la GmPGIP3 che quello contenente la OsPGIP1 (<1μg), 
sono stati sufficienti ad inibire completamente le differenti PG utilizzate, fatta eccezione della 
PG di F. moniliforme che è stata inibita solo dalla GmPGIP3 e non dall’OsPGIP1 (Tab. 8). Al 
contrario, gli estratti proteici totali (>1μg) di N. benthamiana infettata con il vettore vuoto non 
hanno mostrato alcuna attività inibitoria verso le PG analizzate, ad eccezione della PG di 
Botritis cinerea che è stata inibita per un massimo del 20 %, con 1 μg di estratto proteico. In 
questo caso i valori di inibizione sono stati sottratti da quelli ottenuti con i campioni contenenti 
la PGIP. Un ulteriore controllo è stato ottenuto scaldando a 100°C i campioni in modo da 
escludere un’eventuale inibizione dovuta a qualche componente non proteico presente 
nell’estratto, ed in questo caso nessuna attività è stata riscontrata. 
Come mostrato nella tabella 8 l’attività inibitoria della OsPGIP1 varia tra le cinque PG 
analizzate, ed è più efficiente verso la PGb di S. sclerotiorum. 
Dalla comparazione delle attività inibitorie tra le due PGIP analizzate, è emerso che la OsPGIP1 
ha un efficienza minore nell’inibire le PG di F. moniliforme, A. niger e B. cinerea, ma è più 
attiva nell’inibire la PG di F. graminearum. 
1    2 
-45 KDa 
 
 
 
 
-31 KDa 
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Tabella 8 Attività inibitoria relativaa dell’ OsPGIP1 e della GmPGIP3 
PG OsPGIP1 GmPGIP3 
Sclerotinia sclerotiorum 1.0 ± 0.11 1.0 ± 0.11 
Fusarium moniliforme ∞ 1.1 ± 0.20 
Fusarium graminearum 1.4 ± 0.21 1.9 ± 0.22 
Aspergillus niger 3.2 ±0.20 0.7 ± 0.16 
Botrytis cinerea 1.7 ± 0.21 1.2 ± 0.22 
I valori indicano la percentuale media di inibizione ottenuta dai tre esperimenti separati ± la deviazione 
standard. Gli estratti proteici totali usati sono stati ottenuti da N. benthamiana inoculata con un 
singolo costrutto PVX-Pgip o con il vettore vuoto. 
Il simbolo ∞ indica che non c’è nessuna inibizione anche con 6 μg di proteina totale. 
a L’attività inibitoria relativa è stata calcolata come il rapporto tra la quantità di proteina necessaria per 
ottenere il 50% di inibizione di 0.018 nkat della  PG a pH 4.7 su quella requisita per l’inibizione del 
50% di 0.018 nkat della PGb di  S. sclerotiorum. 
 
3.5.2 ESPRESSIONE TRANSIENTE DEI GENI Pgip DI FRUMENTO IN 
Nicotiana benthamiana 
 
Analogamente a quanto esposto per l’Ospgip1, anche i geni Tapgip sono stati sottoposti ad 
espressione transiente in N. benthamiana con il vettore PVX. I geni Tapgip1 e Tapgip2 sono 
stati inseriti nel PVX201. Le tempistiche dell’infezione e i sintomi caratteristici causati dal PVX 
sono stati come quelli riportati per l’espressione della PGIP di riso. 
Effettuando dei saggi di inibizione con gli estratti proteici totali ottenuti dalle piante infettate, 
non è stata rilevata alcuna attività inibitoria nei confronti delle 5 PG fungine utilizzate per 
analizzare l’attività della OsPGIP1. Inoltre, l’analisi Western blot con l’anticorpo anti-PGIP di 
fagiolo non ha prodotto alcuna specifica banda di ibridazione. Per accertare l’osservata 
mancanza di attività inibitoria, era necessario assicurare l’avvenuta espressione delle proteine 
eterologhe TaPGIP, dato che la mancanza del segnale di ibridazione dall’analisi Western blot 
effettuata con l’anticorpo anti-PGIP di fagiolo poteva essere dovuta all’incapacità di questo 
anticorpo di riconoscere la TaPGIP. A tal fine, abbiamo preparato i costrutti aggiungendo ai 
geni Pgip di frumento un Tag di 6xHis al C-terminale come riportato nella figura 48 in modo da 
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facilitare l’identificazione dell’eventuale prodotto proteico con l’anticorpo commerciale anti-
His. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                
Figura 48. Sono riportati i due costrutti PVX201-HisTapgip1 e PVX201HisTapgip2 sono stati 
preparati in modo da inserire in posizione C-terminale di ciascun gene un Tag che codifica per 6 
istidine (6xHIS). I costrutti sono stati quindi utilizzati per inoculare piante di N. benthamiana. 
 
 
Per verificare la presenza delle proteine eterologhe e valutare la loro attività inibitoria, è stato 
ottenuto un estratto proteico totale dalle foglie di N. benthamiana che manifestavano i sintomi 
dell’infezione e con questo sono stati effettuati dei Western blot e saggi d’inibizione contro 
alcune poligalatturonasi fungine. 
L’analisi Western è stata effettuata sugli estratti proteici delle piante inoculate con ciascun 
costrutto utilizzando l’anticorpo specifico per il Tag di 6xHis. Il risultato del Western blot non 
ha evidenziato alcun segnale che dimostrasse la presenza della proteina HisTaPGIP1 o 
HisTaPGIP2 nell’estratto (Fig. 49B) anche se il gel SDS-PAGE presentava un polipeptide di 30 
KDa, probabilmente corrispondente alla proteina del capside del PVX201(Fig. 49A). 
Poichè la mancanza del segnale di ibridazione specifico nell’estratto proteico corrispondente 
alla HisTaPGIP1 e HisTaPGIP2 potrebbe essere dovuto alla scarsa quantità della proteina 
eterologa, sono state effettuate delle analisi RT-PCR per verificare la presenza del trascritto 
corrispondente ai costrutti HisTaPGIP. Queste analisi sono state effettuate su RNA totale isolato 
da piante di N. benthamiana inoculate separatamente con i costrutti PVX-HisTapgip1 e PVX-
HisTapgip2, utilizzando primer (Pvxup/Pvxdown) specifici per le regioni fiancheggianti il sito 
di clonaggio del vettore PVX201. Come riportato nella figura 50 in entrambi i casi è stato 
evidenziato il trascritto. 
Sulla base di questo risultato sono stati effettuati dei saggi di inibizione utilizzando anche un 
elevato quantitativo di estratto proteico totale (> 30 μg), ma non si è ottenuta alcuna inibizione 
contro le PG di F. graminearum, A. niger, Bipolaris sorokiniana, e B. cinerea. 
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  (A)                                                               (B) 
Figura 49 Gel SDS-PAGE colorato con nitrato d’argento (A) e Western blot ibridato con 
l’anticorpo anti 6xHIS (Santa Cruz). I campioni sono: PvxHisTaPGIP1 (1), PvxHisTaPGIP2 
(2), PvxHisTaPGIP2 (3), Pvx201 (4), Controllo HB1133 (low molecular weight con aggiunta 
del Tag 6xHIS) (C). 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                
 
Figura 50  RT-PCR su estratti di RNA totale di N. benthamiana con primer specifici per il 
vettore (Pvxup/Pvxdown). Le piante di N. benthamiana sono state infettate con PvxHisTapgip1 
(1); PvxHisTapgip2 (2); Pvx201 (3). L’amplicone a circa 1200 bp dimostra la presenza del 
trascritto genico HisTapgip1 e HisTapgip2 , mentre la presenza della banda a circa 200 bp è 
quella che si ottiene amplificando il vettore Pvx201. 
  
-40 Kda 
-30 KDa
1     2      3     4 1 2 3 4 C
-40 Kda 
 
-30 KDa 
1   2    3 
-1200 bp 
-200 bp 
 119
3.5.3 TRASFORMAZIONE STABILE DELLA Tapgip2 IN T. durum cv. Svevo 
 
Data l’impossibilità di produrre in modo transiente le proteine TaPGIP, abbiamo effettuato degli 
esperimenti di trasformazione genetica stabile in frumento con l’obiettivo di produrre le proteine 
TaPGIP e di verificare eventuali effetti ascrivibili alla sovraespressione della TaPGIP. La 
trasformazione stabile è stata effettuata co-bombardando con due costrutti PAHC17-Tapgip2 e 
UBI::BAR i calli embriogenetici di T. turgidum ssp. durum cv. Svevo. Il costrutto PAHC17-
Tapgip2 è stato preparato in modo che la Tapgip2 venisse codificata con un Tag di istidine 
(His6x) in modo da agevolarne l’identificazione ed eventualmente la sua purificazione, mentre 
l’UBI::BAR contiene il gene marcatore che determina la resistenza all’erbicida Bialafos, 
utilizzato per la selezione delle piante transgeniche (Fig. 51). 
Tra i due geni Pgip di frumento è stato scelto il Tapgip2 perché non essendo presente nel 
genoma della cv. Svevo, avrebbe facilitato l’identificazione delle linee transgeniche ottenute. 
Sono stati effettuati due eventi di bombardamento, MJ13 e MJ23, dove nel primo sono stati 
bombardati 1450 embrioni e nel secondo 468 (Tab. 9). 
Lo screening delle piante è stato effettuato alla generazione T0 (Fig. 52) utilizzando la coppia di 
primer RT-UBI/PGIPWH15R, di cui uno posizionato nel promotore e l’altro all’interno del 
gene Tapgip2. Dallo screening sulle 68 linee rigenerate, sono state ottenute 27 linee positive 
(Tab. 9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51 Costrutti PAHC17-HisTapgip2 e UBI::BAR utilizzati per co-bombardare i calli 
embriogenetici della cv. Svevo. 
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                                             Figura 52 Piante alla generazione T0. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 9 Ricapitolazione degli embrioni dissezionati, bombardati, rigenerati e il risultato dello 
screening per pcr. 
 
 
 
 
 
 
Linee Embrioni dissezionati Bombardati Rigenerati PCR 
Linee 
positive 
per il 
gene 
Tapgip2 
% 
rigeneranti 
% 
Tapgip
2 
MJ13 1862 1450 53 53 22 3,7 1,9 
MJ23 507 468 16 15 5 2,5 1 
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3.5.3.1 ANALISI DI ESPRESSIONE DEL GENE Tapgip2 
 
Sull’estratto proteico totale delle piante risultate positive allo screening riportato in precedenza, 
sono state effettuate analisi Wester blot utilizzando l’anticorpo anti-His Tag (Santa Cruz). 
Gli esperimenti di Western blot sono stati effettuati su 14 linee rigeneranti, ma nessuna banda 
discriminante rispetto al controllo negativo è stata trovata (Fig. 53). 
Nella figura 53 è riportato un esempio di Western blot sugli estratti proteici totali ottenuti dalle 
piante transgeniche in generazione T0. Le due bande comprese tra 31 e 45 KDa sono presenti sia 
nelle linee transgeniche contenenti il costrutto PAHC17-Tapgip2 che nella cv. Svevo non 
sottoposta a bombardamento.  
                                              
Figura 53 Western blot effettuato su estratti proteici di piante transgeniche con l’anticorpo anti 
6xHis-Tag (Santa Crutz). Il segno positivo(+) indica gli estratti delle piante positive per il gene 
Tapgip2 (in ordine: MJ13-14; MJ13-43; MJ13-51) e (–) indica gli estratti di piante non 
bombardate. (P) è il controllo positivo per l’anticorpo e corrisponde alla PvPGIP2 con il Tag di 
istidine (6xHis).  
 
Per verificare la presenza del trascritto Tapgip2 abbiamo effettuato delle RT-PCR su RNA 
estratto dalle linee T0 positive per il transgene Tapgip2. 
Nella figura 54 è riportato un esempio di RT-PCR effettuata su estratti di RNA totale da 4 linee 
transgeniche contenenti il gene Tapgip2 (MJ13-14; MJ13-62; MJ13-43; MJ13-51), e sui 
controlli negativi (cv. Svevo nulli-segregante, che ha perso il transgene durante la segregazione 
e la cv. Svevo non bombardata) sia con i primer specifici per il gene Tapgip2 
(PGIPWH5F/Histag1R), sia con i primer per il gene dell’actina (ACTF/ACTR) utilizzato come 
controllo. Tre linee transgeniche mostrano la presenza del trascritto dimostrando che in questi la 
Tapgip2 è espressa. 
                                                            
Figura 54 RT-PCR effettuata su estratto totale di RNA, amplificato con coppie di primer gene-
specifiche per il gene target (PGIPWH5F/Histag1R) e per l’actina (ACT1F/ACT1R) e i prodotti 
di amplificazione sono stati frazionati su un gel di agarosio al 1,5%.MJ13-14 (1); MJ13-62 (2); 
MJ13-43 (3); MJ13-51 (4); MJ13-38 (N); Svevo non bombardato (S). 
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4  DISCUSSIONE 
 
Il riso e frumento come le specie dicotiledoni, contengono pochi geni Pgip, e come nella 
maggior parte delle specie analizzate, essi non contengono introni. I geni Pgip di riso sono 
localizzati sul braccio corto del cromosoma 5 distribuiti lungo una regione di 30 Kbp. 
Un’organizzazione a cluster è stata riportata anche in Arabidopsis dove i geni Atpgip1 e Atpgip2 
sono separati da 507 bp sul cromosoma 5 (Ferrari et al., 2003); in fagiolo i 4 geni Pgip 
(Pvpgip1, Pvpgip2, Pvpgip3, Pvpgip4) sono distribuiti su una regione di 50 Kbp (D’Ovidio et 
al., 2004); in soia i geni Gmpgip1 e la Gmpgip2 sono raggruppati in una regione di 3 Kbp, 
mentre i geni Gmpgip3 e Gmpgip4 sono stati identificati in un clone BAC che contiene un 
inserto di 60 Kbp (D’Ovidio et al., 2006); in Brassica napus cv. Westar i geni Bnpgip3 e 
Bnpgip4 sono disposti in tandem (Li et al. 2003). Nonostante questa organizzazione a cluster, 
addizionali geni Pgip possono trovarsi localizzati in punti differenti nel genoma. Ad esempio il 
gene Pgip OsFOR1, il cui prodotto proteico è implicato nello sviluppo fiorale è localizzata sul 
cromosoma 7 (Jang et al., 2003); analogamente nelle linee di Brassica napus DH12075, i geni 
Bnpgip1 e Bnpgip2, sono localizzate in regioni cromosomiche separarte (Li et al., 2003). 
L’organizzazione genomica dei geni Pgip è stata analizzata in frumento mediante esperimenti di 
Southern blot su DNA genomico di linee aneuploidi e PCR gene-specifica, e su questa base i 
due geni Tapgip1 e Tapgip2, sono stati assegnati rispettivamente al braccio corto del 
cromosoma 7B e 7D. Da analisi comparate delle mappe di riso e frumento, è stato evidenziato 
che i cromosomi omologhi del gruppo 7 di frumento mostrano grandi blocchi di sintenia con i 
cromosomi 6 ed 8 di riso (Kurata et al., 1994; Sorells et al., 2003; Hossain et al., 2004). Questi 
studi rivelano anche che i blocchi di sintenia sono interrotti da un numero limitato di sequenze 
localizzate su differenti cromosomi di riso. Il fatto che i geni Pgip siano localizzati sul braccio 
corto dei cromosomi 5 di riso e 7 di frumento contribuisce a definire meglio l’estensione delle 
regioni e il tipo di sequenze che interrompono la sintenia tra i cromosomi omologhi del gruppo 
7 di frumento e i cromosomi 6 e 8 di riso. 
Le proteine dedotte dai geni Pgip di riso e frumento mostrano la tipica organizzazione LRR, 
composta tipicamente da 10 moduli, fiancheggiata dalle regioni N- e C-terminali con un numero 
e distribuzione di residui di cisteina conservati come nelle PGIP delle dicotiledoni. 
Nonostante la conservazione di queste caratteristiche strutturali, comparando le sequenze 
amminoacidiche dedotte della PGIP matura fra le diverse specie fino ad ora caratterizzate, si 
possono raggruppare in due cluster separati, uno rappresentato dalle dicotiledoni e l’altro dalle 
PGIP delle monocotiledoni, con una percentuale di identità di circa il 42%. Questo valore però 
non è da considerarsi così basso se comparato con quello esistente all’interno delle stesse 
dicotiledoni come ad esempio tra le PGIP delle leguminose e tutte le altre dove si riscontra una 
percentuale di identità del 48%. 
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Come è stato già osservato per le PGIP di soia e di fagiolo (D’Ovidio et al., 2006; D’Ovidio et 
al., 2004), la variabilità nella sequenza tra la TaPGIP1 e la TaPGIP2 è distribuita si, lungo 
l’intera sequenza, ma in particolar modo all’interno della regione xxLxLxx. Questa 
osservazione è particolarmente evidente, quando si pone a confronto la percentuale di identità 
della regione C-out, che è del 93%, con quella della regione xx(L)x(L)xx che è del 70%. Sulla 
base del fatto che la regione xxLxLxx si suppone implicata nel riconoscimento del ligando, la 
più alta variabilità di sequenza per questa regione potrebbe indicare una diversificazione 
funzionale di questi prodotti genici. Come ipotizzato da Di Matteo et al., (2003), per 
un’interazione stabile tra le PG e PGIP potrebbero essere necessari dei deboli contatti multipli e 
solo uno o pochi contatti più forti che bloccano il complesso. Questo limitato numero di contatti 
che bloccano il legame, possono essere differenti in diverse interazioni PG-PGIP e coinvolgere i 
residui non conservati della regione xxLxLxx. 
La stessa comparazione effettuata tra le diverse regioni delle sequenze PGIP di riso, mostra una 
più uniforme variazione lungo la sequenza. Comparando solamente l’ OsPGIP3 con l’ 
OsPGIP4, si osserva un decremento della percentuale di identità nella regione xxLxLxx. Le 
regioni C-out di queste proteine, mostrano una percentuale di identità dell’82% in contrasto col 
il 62% ottenuto dal confronto tra le regioni xx(L)x(L)xx. Dato che le quattro OsPGIP, 
condividono una identità amminoacidica totale del 54%, si può ipotizzare che ciò potrebbe 
essere indice di diversificazione funzionale in quanto questa variabilità potrebbe interessare siti 
multipli lungo la sequenza implicati nell’interazione con i ligandi. Infatti, è possibile che l’alto 
grado di variazione di sequenza fra i membri potrebbe riflettere un differente ruolo fisiologico 
nella pianta, inclusa la possibilità di interagire con differenti ligandi. 
Riguardo alla possibilità di interagire con più molecole, in letteratura è riportato che la PvPGIP2 
è in grado di interagire utilizzando siti differenti di interazione con la pectina oltre che con la 
PG (Spadoni et al., 2006), e che l’OsFOR1 di riso, oltre a possedere attività PGIP, è implicata 
nella formazione degli organi fiorali (Jang et al., 2003). 
Una prima evidenza della diversificazione funzionale dei geni Pgip di riso deriva dalla loro 
differente regolazione durante la crescita e lo sviluppo della pianta. Dai nostri risultati 
sull’analisi trascrizionale dei suddetti geni è emerso che essi subiscono una diversa regolazione 
durante lo sviluppo e la crescita della pianta. I geni Ospgip1 e l’Ospgip4 sono espressi 
chiaramente nelle spighe, foglie e radici, mentre l’Ospgip3 è poco espresso in tutti e tre tessuti, 
e l’Ospgip2 è espresso solo nelle radici. Analogamente ai geni Ospgip1 e l’Ospgip4, i geni 
Tapgip1 e la Tapgip2 si accumulano a livelli comparabili nelle spighe, foglie e radici. Per questi 
due geni è stata anche dimostrata una loro induzione a seguito dell’infezione della pianta da 
parte di Fusarium graminearum e Bipolaris sorokiniana. Per il gene Tapgip1 si è osservato per 
entrambe le interazioni un accumulo di trascritti 4 volte superiore rispetto al controllo con 
acqua, mentre per il gene Tapgip2 si è avuto un incremento di circa 2 volte. 
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Una differente espressione fra i diversi membri pgip di una stessa famiglia multigenica è stata 
riportata in fagiolo dove i geni Pvpgip2, Pvpgip3, Pvpgip4 sono espressi in piantine di 5 giorni, 
mentre il gene Pvpgip1 è indotto a seguito da stress da ferimento (D’Ovidio et al., 2004). 
Anche in soia i geni Gmpgip1, Gmpgip3 e la Gmpgip4 sono espressi in piantine di 7 giorni, 
mentre il gene Gmpgip2 è espressa a seguito dell’infezione di Sclerotinia sclerotiorum 
(D’Ovidio et al., 2006). In Brassica napus il gene Bnpgip1 è più espresso nell’abbozzo fiorale 
rispetto al gene Bnpgip2, ma entrambi sono espressi a livelli simili nelle radici, nei fiori maturi e 
negli stami, ma nessuno dei due geni è espresso nella lamina fogliare (Li et al., 2003). In 
Arabidopsis, i geni Atpgip1 e Atpgip2 vengono regolati a seguito dell’infezione di Botritis 
Cinerea, ma attraverso vie separate di traduzione del segnale, inoltre i trascritti di questi geni si 
accumulano in risposta a stress da freddo (Ferrari et al., 2003). 
Le PGIP sono delle proteine glicosilate (Mattei et al., 2001), e le proteine dedotte dai geni Pgip 
di frumento e riso posseggono alcuni potenziali siti di N-glicosilazione. Questi sono variabili in 
numero e distribuzione tra i differenti membri PGIP e solo uno nel 10º LRR è conservato nel 
riso e frumento e nella maggior parte delle PGIP delle dicotiledoni. Tuttavia nonostante la 
conservazione del suddetto sito in più specie, è stato dimostrato che nella PvPGIP2 non è 
coinvolto nel legame con molecole polisaccaridiche (Mattei et al., 2001). 
Una netta differenza tra le PGIP delle dicotiledoni da quelle delle monocotiledoni è data dalla 
differenza del punto isoelettrico calcolato. Per quanto riguarda le PGIP di frumento e riso, fatta 
eccezione per l’OsPGIP4, è stato calcolato un punto isoelettrico che va da 4.7 (per l’OsPGIP2) e 
6.6 (per l’OsPGIP1) che sono molto più bassi da quelli osservati per le dicotiledoni (>8.0). 
Come è stato già riportato, la struttura delle PGIP fino ad ora caratterizzate è rappresentata da 
10 ripetizioni imperfette di circa 24 residui amminoacidici ciascuna che compongono il dominio 
LRR (De Lorenzo et al., 2001). Le PGIP isolate di riso e frumento mantengono questa struttura, 
tranne l’OsPGIP1 che presenta solo 9 LRR dato che manca del 7º LRR, e questa peculiarità è 
stata riscontrata solo in questa PGIP. Sono state riportate delle evidenze che la duplicazione 
genica seguita dalla diversificazione dovuta all’accumulo di mutazioni nella sequenza, potrebbe 
aver giocato un ruolo importante nell’evoluzione della famiglia genica Pvpgip di fagiolo 
(D’Ovidio et al., 2004). La scoperta che l’OsPGIP1 contiene solo 9 ripetizioni LRR dimostra 
che gli eventi di delezione partecipano alla variabilità della PGIP. Non si è certi del meccanismo 
che regola la variazione nel numero di moduli, ma recentemente è stato riportato che alla base 
dei cambiamenti evolutivi dei geni LRR, implicati nei meccanismi di resistenza della pianta nei 
confronti dei patogeni, ci sono anche eventi di ricombinazione illegittima (Devos et al., 2002). 
La ricombinazione illegittima infatti, al contrario di quella omologa, non necessita di sequenze 
identiche, ma da 1 a 10 bp uguali, o addirittura può anche avvenire in assenza di omologia 
(Devos et al., 2002). 
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Fenomeni di espansione e contrazione nel numero di moduli LRR è stato già riportato per geni 
di resistenza come, RPP5 in Arabidopsis (Parker et al., 1997), nel gene M di lino (Anderson et 
al., 1997) e per la famiglia genica Cf-2/Cf-5 di pomodoro (Dixon et al., 1998). 
Mediante analisi di confronto di sequenza e saggi di inibizione, abbiamo dimostrato che anche 
se l’OsPGIP1 manca del 7º LRR, mantiene attività inibitoria contro le PG fungine. Inoltre, il 
confronto dell’attività inibitoria dell’OsPGIP1 con la GmPGIP3 di soia, mostra che l’OsPGIP1 
è meno efficiente nell’ inibire la PG di A. niger e B. cinerea, ma è più attiva contro la PG di F. 
graminearum. Il fatto che l’OsPGIP1 è inattiva contro la PG di F. moniliforme, non è 
sorprendente dato che questa PG viene inibita solo dalla GmPGIP3 e dalla PvPGIP2 (D’Ovidio 
et al., 2004; D’Ovidio et al., 2006; Sella et al., 2004). 
Il fatto che l’OsPGIP1 mantenga un’ attività inibitoria contro le PG fungine, può essere 
particolarmente interessante per definire le caratteristiche molecolari dell’interazione PG-PGIP 
poiché dimostra che i 10 LRR non sono essenziali per l’attività inibitoria, ed in particolare il 7º 
LRR non può causare la perdita di attività contro le PG fungine. 
Oltre alla Tapgip1 (genoma B), e alla Tapgip2 (genoma D), nel genoma A di frumento è 
presente il pseudogene Tapgip3 interrotto da un elemento trasponibile LTR-copia. I nostri 
risultati dimostrano che questa inserzione è presente nella pgip3 di T. urartu (AA) e in tutti i 
frumenti polipoidi saggiati, incluso T. turgidum (BBAA) e T. timopheevii (GGAA), ma è 
assente nella pgip3 di T. monococcum (AmAm). Sulla base di questi risultati è stato possibile 
stabilire che l’inserzione del retrotrasposone è avvenuta dopo la divergenza tra T. monococcum 
e T. urartu ma prima della formazione dei frumenti polipoidi, probabilmente 1,9 milioni di anni 
fa, utilizzando una velocità di sostituzione di 1,3 10-8 (Wicker et al., 2003), anche se questo 
periodo è più alto di quello stimato per la divergenza del genoma A, che corrisponde a 0,5-1,5 
milioni di anni. Inoltre, la presenza del retrotrasposone nella Tapgip3 di T. urartu e la sua 
assenza in T. monococcum è un ulteriore evidenza che il genoma A di T. turgidum, T. 
timopheevii e T. aestivum derivano dal genoma A di T. urartu, come precedentemente riportato 
(Dvorak et al., 1993). Il confronto delle sequenze parziali dei retrotrasposoni identificati nelle 
pgip3, conferma precedenti indicazioni che il genoma di T. urartu appare molto più simile al 
genoma A di T. turgidum e a T. aestivum che al genoma A di T. timopheevii (Khlestkina e 
Salina 2001; Cenci e David, non pubblicato). Molte specie di piante, specialmente quelle che 
possiedono genomi di grandi dimensioni, come il frumento, contengono una grande quantità di 
elementi trasponibili. Questi trasposoni possono inserirsi fra i geni, ma anche nelle regioni 
fiancheggianti o addirittura all’interno dei geni stessi, e quindi possono avere un ruolo cruciale 
nell’evoluzione della loro struttura ed espressione (Wicker et al., 2007; Feschotte et al., 2002). I 
retroelementi trovati all’interno del gene pgip3, mostrano un’alta identità di sequenza (>70%) al 
retrotrasposone di orzo (LTR-copia) Ikeros [AY853252 (3e-48) e 102J11-1 (1e-19)]. I 
retrotrasposoni copia sono i maggiori componenti di tutti i genomi delle piante e i membri della 
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famiglia Ikeros sono stati identificati per ora solo in orzo e riso (Ostonor1) (Wicker e Keller, 
2007). I nostri risultati estendono la famiglia Ikeros anche in frumento e conseguentemente 
rappresentano un’ulteriore evidenza della conservazione degli elementi copia nel genoma della 
Triticeae.  
Sulla base dei risultati ottenuti con gli esperimenti di Southern blot mediante analisi di sequenza 
dei cloni BAC26 e BAC 893, abbiamo dimostrato che in frumento è presente una sola copia del 
gene Pgip per genoma. Oltre all’inattivazione della Tapgip3 (genoma A), T. aestivum contiene i 
geni Tapgip1 e Tapgip2 che sono espressi in modo costitutivo. Per quanto riguarda la Tapgip3, 
essa è attiva in T. monococcum (AmAm), ed anche essa con la Tapgip1 e Tapgip2 condividono 
un livello di conservazione di sequenza (>93). Fino ad oggi nessuna Pgip interrotta da 
trasposoni è stata riportata, anche se l’inserzione del retroelemento copia è stata identificata 
nella regione codificante di due membri LRR della famiglia dei geni resistenza Xa21 (Song et 
al., 1997; Wang et al., 1998). In questi due casi l’inserzione genera delle potenziali proteine 
tronche con nuove caratteristiche funzionali, tanto da far ipotizzare che l’inserzione del 
retrotrasposone può essere importante nella diversificazione di questa famiglia genica (Song et 
al., 1997; Wang et al., 1998). L’assenza invece del trascritto pgip3 nei tessuti di frumento indica 
che non viene prodotta nessuna proteina tronca. Tuttavia l’inserzione del retrotrasposone nella 
pgip3 di T. urartu e la sua conservazione nel genoma A dei frumenti polipoidi indica che la 
mancanza di questa componente non ha un grande impatto sulla fitness di questi genotipi. Ciò 
potrebbe essere collegato al fatto che la PGIP è ridondante nei tessuti di frumento. Infatti in 
aggiunta alle Tapgip1 e Tapgip2 costitutivamente espresse, il frumento duro contiene proteine 
che hanno attività inibitoria nei confronti delle PG fungine, ma con la sequenza N-terminale 
differente da quella classica (Lin e Li, 2002; Kemp et al., 2003). Un simile pattern di proteine 
inibitrici le PG dovrebbero essere anche espresse in T. urartu perché, seppur presentando la 
pgip3 silenziata, mostra attività inibitoria contro le PG fungine. 
In aggiunta all’inserzione del retrotrasposone che inattiva il gene pgip3, abbiamo trovato un 
elemento trasponibile di classe II, che abbiamo chiamato Vacuna, che interrompe la pgip1 in 
due accessioni di T. turgidum ssp. dicoccoides. I due trasposoni rappresentano nuovi elementi 
appartenenti alla superfamiglia Mutator e interrompono la regione codificante della Tdpgip1 in 
differenti posizioni, e quindi essi originano da eventi di inserzione indipendenti. Questa scoperta 
in aggiunta al fatto che sono stati identificati anche due eventi di inserimento dell’elemento 
Vacuna nella regione 3’ che fiancheggia i geni LRR di T. tauschii (AF509533 e AF509534), 
suggerisce che l’elemento Vacuna può spostarsi preferenzialmente entro brevi distanze, come 
accade per i retrotrasposono Ac/Ds (Bancroft e Dean, 1993; Keller et al., 1993). 
L’inserzione dell’elemento Vacuna, potrebbe essere responsabile dell’inattivazione 
trascrizionale dei geni Tdpgip1. Come risultato le due accessioni MG4343 e PI 466960 di T. 
tutgidum ssp. dicoccoides, posseggono entrambi geni Pgip (pgip3 e pgip1) silenziati. Dai saggi 
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di inibizione effettuati sugli estratti proteici totali ottenuti da questi due genotipi nei confronti di 
A. niger, è emerso che presentano attività inibitoria comparabile rispettivamente a quella di T. 
dicoccoides PI478707 e a T. durum cv. Svevo, che presentano invece il gene pgip1 funzionante. 
Questa osservazione rappresenta una ulteriore conferma che nel frumento contribuiscono 
all’attività inibitoria contro le PG fungine, più proteine che non necessariamente posseggono la 
caratteristica struttura PGIP. 
Per determinare il ruolo fisiologico dei prodotti proteici codificati dai geni  Tapgip1 e Tapgip2, 
sono stati espressi eterologamente in modo transiente in N. benthamiana per mezzo del 
PVX201, ma dato che questa espressione non ha dato i risultati sperati, abbiamo espresso 
stabilmente la Tapgip2 bombardando calli embriogenetici di T. durum cv. Svevo. La scelta del 
gene in questione è avvenuta in modo da facilitare l’identificazione delle linee transgeniche dato 
che questo gene non è contenuto nel genoma di T. durum cv. Svevo. Da analisi preliminari di 
RT-PCR è stato dimostrato che la Tapgip2 è espressa nelle piante T0 analizzate. 
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5 CONCLUSIONI 
 
I risultati ottenuti hanno consentito di definire alcune caratteristiche strutturali e funzionali della 
famiglia genica Pgip in riso e frumento. 
Per ciò che riguarda le caratteristiche strutturali e di organizzazione genomica è stato dimostrato 
che:  
 
i) la famiglia genica Pgip di riso è composta da 4 membri (Ospgip1, Ospgip2, 
Ospgip3 and Ospgip4) distribuiti su una regione di 30 Kbp sul braccio corto del 
cromosoma 5; 
ii) la famiglia genica Pgip di frumento tenero è composta da 3 membri, Tapgip1, 
Tapgip2 e Tapgip3, localizzati rispettivamente sul braccio corto dei cromosomi 7B, 
7D e 7A. Nel caso della Tapgip1 è stato dimostrato che il locus Pgip è a 17,5 cM 
dal centromero; 
iii) il gene Tapgip3 è inattivo ed è interrotto da un retrotrasposone della famiglia 
Ikeros. Questa interruzione è presente in Triticum urartu e nelle specie di frumento 
polipoidi analizzate, mentre è assente nel Triticum monococcum, suggerendo che 
questa inserzione sia avvenuta dopo la divergenza del T. urartu e T. monococcum 
ma prima della formazione delle specie polipoidi, rafforzando l’ipotesi che il T. 
urartu sia il donatore del genoma A dei frumenti polipoidi; 
iv) sono presenti ulteriori elementi trasponibili all’interno dei geni Pgip di frumento; 
questi sono risultati dei nuovi trasposoni appartenenti alla famiglia Mutator, che 
sono stati denominati Vacuna. 
Per ciò che riguarda le caratteristiche funzionali dei geni Pgip isolati e dei loro prodotti proteici 
è stato dimostrato che:  
 
i) i 4 geni Pgip di riso sono espressi differenzialmente nelle radici, foglie e spighe;  
ii) la mancanza del settimo modulo LRR (Leucine Rich Repeat) non sembra 
influenzare l’attività inibitoria della OsPGIP1;  
iii) i geni Tapgip1 e Tapgip2 sono geni attivi, espressi costitutivamente nelle radici, 
foglie e spighe e vengono indotti in seguito ad infezione con Bipolaris sorokiniana 
and Fusarium graminearum;  
iv) i genotipi mutanti di T. dicoccoides, MG4343 and PI466960, hanno attività PGIP 
pur possedendo entrambi i geni Pgip (Tapgip1 e Tapgip3) inattivati da trasposoni; 
questa osservazione rafforza l’ipotesi che l’attività totale PGIP in frumento sia 
dovuta a proteine differenti;  
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v) l’espressione transiente della Tapgip1 e Tapgip2 in Nicotiana benthamiana, usando 
il PVX come vettore, presenta delle difficoltà a livello proteico; per superare questa 
difficoltà sono state prodotte delle piante transgeniche di frumento contenenti il 
costrutto UBI:Tapgip2 che sono in corso di analisi.  
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